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1. Einleitung
Ko¨rper-fremde Substanzen ko¨nnen u¨ber die Haut, die Lunge und den Magen-
Darm-Trakt aufgenommen werden. Fu¨r die Arzneimitteltherapie werden ebenfalls
diese Aufnahmewege ausgenutzt. Ko¨rper-fremde Stoffe, wie Arzneistoffe, Nahrungs-
mittelzusa¨tze, Pflanzenschutzmittel, Chemikalien und andere Schadstoffe, werden
als Xenobiotika bezeichnet (Testa 1995). Oft handelt es sich bei Xenobiotika um
lipophile Stoffe, die sich im Fettgewebe des Ko¨rpers anreichern ko¨nnen und teilweise
eine scha¨dliche Wirkung hervorrufen. Um diese Fremdstoffe in hydrophilere und
damit besser ausscheidbare Substanzen zu u¨berfu¨hren, besitzt der Organismus
spezielle Enzymsysteme. Diese Umwandlung wird auch als Biotransformation
oder Metabolismus bezeichnet. Diese Enzymsysteme sind besonders stark in den
Geweben lokalisiert, die zuerst mit den Xenobiotika in Kontakt treten, wie Lunge,
Darm, Leber und Haut. Aber auch in weiteren Geweben und Organen sind sie zu
finden, wie z. B. in den Blutzellen und in der Niere. Nicht nur Enzymsysteme sollen
den Organismus vor Fremdstoffen schu¨tzen, sondern auch spezielle Transporter sind
in Geweben exprimiert, um gezielt Substanzen wieder auszuschleusen.
Die meisten Arzneistoffe gelangen nach oraler Applikation in den Darm, werden
aufgenommen, u¨ber das Pfortaderblut in die Leber transportiert und dort meta-
bolisiert, bevor sie u¨ber den periphere Blutkreislauf im restlichen Ko¨rper verteilt
werden. Als First pass-Effekt bezeichnet man die Metabolisierung wa¨hrend dieser
Passage. Dieser Vorgang kann die Wirksamkeit eines Arzneistoffes nach oraler
Einnahme entscheidend beeinflussen (Mutschler et al. 2001). Da Hepatozyten
als Zellen sowohl strukturgebundene und strukturungebundene Enzyme als auch
Transporter besitzen, eignen sie sich sehr gut, um dem Metabolismus hinsichtlich
mo¨glicher Metabolite und mo¨glicher Interaktionen von neuen Arzneistoffkandidaten
zu untersuchen.
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Neben zahlreichen bekannten Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen werden
immer wieder neue Enzyme entdeckt, wie z. B. die mitochondriale Benzamidoxim-
reduzierende Komponente (mARC), welche zusammen mit Cytochrom b5 und
NADH-Cytochrom b5-Reduktase, zahlreiche N -hydroxylierte Substanzen reduziert
(Havemeyer et al. 2006, Gru¨newald et al. 2008). Mit dem Bekanntwerden jedes neu-
en Enzymsystems ero¨ffnet sich die Mo¨glichkeit, weitere Interaktionsmo¨glichkeiten
aufzukla¨ren. Eine mo¨gliche Induktion dieses Enzymsystems wurde in dieser Arbeit
an Hepatozyten untersucht.
Von Hepatozyten wird erwartet, dass sie in ausreichender Zahl, leicht beschaffbar
und zu einem geplanten Zeitpunkt zur Verfu¨gung stehen. Fu¨r den Goldstandard,
humane Hepatozyten, ist dies allerdings nicht der Fall. Deswegen werden oft
prima¨re Hepatozyten von anderen Spezies verwendet, die sich allerdings in ihren
Enzym-Ausstattungen und -Aktivita¨ten und in ihrer in vitro-in vivo-Korrelation
von humanen Zellen unterscheiden. Als Ersatz von humanen Hepatozyten ero¨ffnet
sich neben zahlreichen Hepatozytenzelllinien die Mo¨glichkeit, aus Vorga¨nger- und
Stammzellen humane Hepatozyten zu generieren. Inwieweit es sich um Hepatozyten,
Hepatozyten-a¨hnliche Zellen oder um Zellen handelt, die zufa¨llig hepatozyta¨re Ei-
genschaften aufweisen, ist Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Diskussionen.
Ein Beispiel sind die sogenannten NeoHepatozyten, die in der vorliegenden Arbeit
hinsichtlich ihres Arzneistoff-Metabolismus untersucht wurden. Nicht nur in der
Pharmaforschung, sondern auch bei der Therapie von zahlreichen Lebererkrankun-
gen ist das Interesse an ada¨quaten Hepatozyten groß.
1.1. Metabolismus
Der Metabolismus von Arzneistoffen und anderen Xenobiotika ist meist ein
zweiphasiger Prozess. Im ersten Schritt (Phase I) erfolgen Funktionalisierungsreak-
tionen. Durch Oxidation, Reduktion und Hydrolyse werden funktionelle Gruppen
in das Fremdstoffmoleku¨l eingebaut oder freigelegt. Im zweiten Schritt (Phase II)
finden Konjugationsreaktionen statt. An die, meist in der Phase I-entstandenen,
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funktionellen Gruppen werden sehr polare endogene Moleku¨le, wie unter anderem
Glucuronsa¨ure, Sulfat und Aminosa¨uren, gekoppelt (Testa 1995). So werden
lipophile Xenobiotika in hydrophilere Metabolite umgewandelt, die vom Ko¨rper
u¨ber Niere und Galle besser ausgeschieden werden ko¨nnen. Dabei verlieren Arznei-
stoffe oft ihre Wirkung, es erfolgt eine Inaktivierung. Umgekehrt ist auch eine
Bioaktivierung mo¨glich, bei der der entstandene Metabolit eine ho¨here Wirksamkeit
als die Ausgangsverbindung, dann als Prodrug bezeichnet, besitzt (Ettmayer et al.
2004). Schadstoffe ko¨nnen ebenso durch Metabolismus entgiftet werden, aber auch
in scha¨dlichere Metabolite u¨berfu¨hrt werden.
Der Fremdstoff-Metabolismus wird durch interindividuelle Faktoren, wie Spezies,
genetische Veranlagung, z. B. Polymorphismus, und Geschlecht, beeinflusst, aber
auch durch intraindividuelle Faktoren, wie Alter, hormonelles Gleichgewicht,
Krankheiten, Schwangerschaft, Enzyminduktion und Enzyminhibition (Testa 1995,
Parkinson et al. 2004, Ingelman-Sundberg et al. 2007).
1.1.1. Phase I-Metabolismus
Die an den Phase I-Reaktionen beteiligten Enzyme sind sowohl im Endoplasmati-
schen Retikulum (mikrosomal), in den Mitochondrien als auch im Zytosol zu finden.
An Oxidationsreaktionen sind eine Reihe von Enzymen beteiligt, wobei die Cyto-
chrom P450-Isoenzyme fu¨r die u¨berwiegende Mehrheit der oxidativen Prozesse
an Xenobiotika verantwortlich sind (Kapitel 1.1.1.1). Alkohol-Dehydrogenasen im
Zytosol oxidieren prima¨re und sekunda¨re Alkohole zu Aldehyden und Ketonen.
Aufgrund der breiten Substratspezifita¨t werden aliphatische und aromatische
Aldehyde durch Aldehyd-Dehydrogenasen im Endoplasmatischen Retikulum, in
den Mitochondrien sowie im Zytosol zu Carbonsa¨uren metabolisiert. Purin-Analoga
werden durch die Xanthinoxidase oxidiert. Am oxidativen Amin-Metabolismus sind
Monoaminoxidasen, Diaminoxidasen und flavinhaltige Monooxygenasen beteiligt
(Testa 1995, Forth et al. 2001). Die mikrosomalen flavinhaltigen Monooxygenasen
(FMO) oxidieren nukleophile Heteroatome, wie Stickstoff, Schwefel, Selen und
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Phosphor (Philips und Shephard 2008).
Reduktionen des Kohlenstoffes spielen im Vergleich zu den Oxidationen eine un-
tergeordnete Rolle. Carbonylverbindungen ko¨nnen durch Alkohol-Dehydrogenasen
und Aldo-Keto-Reduktasen zu Alkoholen reduziert werden. Wie auch die u¨b-
licherweise Oxidationen katalysierenden Alkohol-Dehydrogenasen ko¨nnen auch
manche Cytochrom P450-Isoenzyme Reduktionen katalysieren. Auf die Reduktion
N -hydroxylierter Verbindungen wird in Kapitel 1.1.1.2 genauer eingegangen.
Verschiedene zytosolische und membrangebundene Esterasen hydrolysieren Ester
und Amide. Die Hydrolyse von reaktiven Epoxiden erfolgt durch zytosolische
und mikrosomale Epoxidhydrolasen (Forth et al. 2001). Ha¨ufig stellt eine Ester-
Hydrolyse eine Inaktivierung des Arzneistoffes dar. Bei Ester-Prodrugs erfolgt so
die Bioaktivierung (Ettmayer et al. 2004).
1.1.1.1. Cytochrom P450
Cytochrom P450 (CYP)-Enzyme befinden sich in nahezu allen Geweben im Men-
schen, aber auch in fast allen anderen lebenden Organismen, wie in Tieren, Pflanzen
und Bakterien. Die CYP-Isoenzyme, die am Fremdstoff-Metabolismus beteiligt sind,
sind hauptsa¨chlich im Endoplasmatischen Retikulum zu finden, wohingegen die am
Steroid-Metabolismus beteiligten Isoenzyme in den Mitochondrien der endokrinen
Organe zu finden sind (Testa 1995).
CYP-Enzyme bestehen als Ha¨m-Proteine aus dem eigentlichen Protein, auch als
Apoprotein oder Apoenzym bezeichnet, und aus dem Ha¨m als prosthetische Grup-
pe, dem Eisen-Protoporphyrin IX. Dieses Porphyrin befindet sich auch in anderen
Ha¨m-Proteinen und -Enzymen, wie Ha¨moglobin und Cytochrom b5. Die prostheti-
sche Gruppe ist in allen CYP-Isoenzymen gleich, der Proteinteil der Isoenzyme kann
sich aber erheblich unterscheiden. Durch diese Unterschiede entstehen Substrat- und
Produkt-Spezifita¨ten und Sensitivita¨ten gegenu¨ber Inhibitoren.
Die prosthetische Ha¨m-Gruppe von CYP-Enzymen ist wie folgt aufgebaut: Eisen,
als Fe2+ oder Fe3+ vorliegend, bildet das Zentralatom mit vier Pyrrol-Stickstoffen
als planare Liganden. U¨ber die Thiol-Gruppe der Aminosa¨ure Cystein des Proteins
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als fu¨nften Liganden ist die prosthetische Gruppe fest mit dem Protein verbunden.
Im Ruhezustand bilden Wasser oder eine Hydroxylgruppe einer Aminosa¨ure des
Proteins den sechsten Liganden. Im reduzierten Zustand kann an der sechsten Ko-
ordinationsstelle ein Sauerstoffmoleku¨l gebunden werden (Testa 1995).
In Abbildung 1.1 ist vereinfacht der mehrstufige katalytische Zyklus einer oxidativen
Substratumsetzung durch CYP dargestellt. Das Substrat bindet in unmittelbarer
Na¨he zum aktiven Zentrum (1) und angelagertes Wasser kann verdra¨ngt werden.
Von NADPH wird u¨ber die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase ein Elektron an
Fe3+ u¨bertragen und zu Fe2+ reduziert (2). An das reduzierte Eisen lagert sich mo-
lekularer Sauerstoff an (3), der ein Elektron des Eisens u¨bernimmt und ein reaktiver
Superoxidanion-Komplex entsteht (4). Dieser Komplex nimmt ein weiteres Elektron
auf (5). Dieses Elektron kann entweder ebenfalls von der NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase oder von Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase u¨bertragen
werden. Durch zwei Protonen des oxidierten Flavoproteins wird Wasser abgespalten
und ein reaktiver Oxo-Komplex entsteht (6). Dieser u¨bertra¨gt den Sauerstoff auf das
Substrat, das Produkt spaltet sich ab und das Enzym kehrt in seinen Ausgangszu-
stand zuru¨ck (7). Durch Fehlen eines geeigneten Substrates oder durch Instabilita¨t
des Superoxidanion-Komplex kann nach U¨bertragung des ersten Elektrons ein freies
Superoxidradikalanion und daraus Wasserstoffperoxid entstehen (Coon et al. 1992).
Fu¨r den beschriebenen Reaktionsablauf la¨sst sich folgende Bruttogleichung aufstel-
len:
R-H + O2 + NADPH+H
+ −→ R-OH + H2O + NADP+.
Bei CYP-Isoenzymen handelt es sich um Monooxygenasen, die eine Vielzahl von
Reaktionen vermitteln. Typische ablaufende Reaktionen sind C -Oxygenierungen
zu Alkoholen, N - und S -Oxygenierungen, Desalkylierungen, Epoxidbildung und
Gruppenumlagerungen (Guengerich 2001).
Je nach U¨bereinstimmung der Aminosa¨ure-Sequenz werden die Isoenzyme klassifi-
ziert. Zur gleichen Familie, die mit einer arabischen Ziffer bezeichnet wird, geho¨ren
die Isoenzyme ab einer U¨bereinstimmung der Sequenz ab 40% (z. B. CYP3). Ab
einer Homologie von 55% erfolgt die Einteilung in dieselbe Subfamilie, die mit
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Abbildung 1.1.: Katalytischer Zyklus der oxidativen Substratumsetzung durch Cytochrom
P450 (modifiziert nach Coon et al. 1992).
Fe: Ha¨m-Eisen im katalytischen Zentrum, Fp: Flavoprotein (NADPH-Cytochrom
P450-Reduktase), RH: Substrat, ROH: monooxygeniertes Produkt.
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einem großen Buchstaben versehen wird (z. B. CYP3A). Die weitere Ziffer steht fu¨r
ein spezielles Isoenzym (z. B. CYP3A4) (Nelson et al. 2004).
Obwohl im Menschen fast 57 CYP-Isoenzym-Gene identifiziert sind, ist nur eine
geringe Anzahl von CYP-Isoenzymen am Xenobiotika-Metabolismus beteiligt
(Guengerich 2007). Physiologische Funktionen von CYP-Isoenzymen stellen der
Arachidonsa¨ure-Metabolismus und die Eicosanoid-Biosynthese, die Biosynthese
von Cholesterol, Steroiden und Gallensa¨ure, die Synthese und der Katabolismus
von Vitamin D3 und Retinsa¨ure-Hydroxylierung dar (Nebert und Russell 2002).
In Tabelle 1.1 sind die CYP-Isoenzyme mit ihrer Klassifizierung nach Substraten
aufgelistet. Die fu¨nf Isoenzyme mit der gro¨ßten Bedeutung fu¨r den Arzneistoff-
Metabolismus stellen die Isoenzyme CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1 und CYP1A2 dar. Polymorphismen der einzelnen Isoenzyme ko¨nnen den
CYP-vermittelten Metabolismus entscheidend beeinflussen (Ingelman-Sundberg et
al. 2007). Der CYP-vermittelte Metabolismus tra¨gt entscheidend zur Bioverfu¨gbar-
keit und Toxizita¨t von Wirkstoffen bei.
1.1.1.2. N-reduktiver drei Komponenten-Enzym-Komplex
Die Reduktion Stickstoff-haltiger Gruppen ist zwar weniger intensiv erforscht als
deren Oxidation (Testa 1995), aber bereits vor fast 40 Jahren wurde schon die mi-
krosomal und mitochondrial vermittelte Reduktion von Hydroxylamin beschrieben
und die Schlussfolgerung gezogen, dass mehrere Enzyme zusammen mit NADH als
Cofaktor die Reduktion vermitteln (Bernheim und Hochstein 1968, Kadlubar et
al. 1973). Kadlubar und Ziegler (1974) stellten fest, dass Cytochrom b5, NADH-
Cytochrom b5-Reduktase und ein drittes unbekanntes Enzym diese Reduktion
vermitteln.
Fu¨r weitere N -hydroxylierte Verbindungen neben Hydroxylamin, wie Benzamid-
oxime, N -Hydroxyguanidine und N -Hydroxyamidinohydrazone, wurde ebenfalls die
Reduktion beschrieben (Hauptmann et al. 1988, Clement et al. 1988a, 1993a und
1996).
Fu¨r das mikrosomale N -Reduktion-katalysierende Enzym-System ist die dritte Kom-
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Steroide Xenobiotika Fettsa¨uren Eicosanoide Vitamine Unbekannt
1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1
11A1 2B6 8A1 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 4V2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 4Z1
39A1 2F1 20A1
46A1 3A4 27C1
51A1 3A5
3A7
Tabelle 1.1.: Klassifizierung von humanen Cytochrom P450-Isoenzymen nach ihren Haupt-
substratklassen (Guengerich 2006).
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ponente noch nicht vollsta¨ndig gekla¨rt. An der a¨ußeren Mitochondrien-Membran
wird die N -Reduktion durch die mitochondriale Benzamidoxim-reduzierende
Komponente (mARC), Cytochrom b5 und die NADH-Cytochrom b5-Reduktase
vermittelt. Bei mARC handelt es sich um ein den Molybda¨n-Cofaktor-enthaltendes
Enzym, welches ein Homolog zur C-terminalen Doma¨ne der Molybda¨n-Cofaktor
Sulfurase darstellt (Havemeyer et al. 2006). Das humane Genom kodiert fu¨r zwei
mARC-Proteine, mARC1 und mARC2. Unterschiede und Gemeinsamkeiten in
Funktion und Substraten, sowie die physiologische Funktion sind noch unklar
(Gru¨newald et al. 2008). mARC1 reduziert in Kombination mit Cytochrom b5
und NADH-Cytochrom b5-Reduktase als drei Komponenten-Enzym-Komplex
Benzamidoxim zu Benzamidin (Abbildung 1.2).
Da die Effizienz der N -Reduktion durch Mitochondrien wesentlich ho¨her ist als
durch Mikrosomen (Clement et al. 2005), erfolgt der N -reduktive Metabolis-
mus in der Zelle wahrscheinlich hauptsa¨chlich u¨ber den mitochondrialen drei
Komponenten-Enzym-Komplex (Gru¨newald et al. 2008).
Abbildung 1.2.: N-Reduktion des Modellsubstrates Benzamidoxim zu Benzamidin durch
mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase.
Im Menschen sind neben mARC drei weitere Molybdoenzyme bekannt, die Xan-
thinoxidoreduktase, die Aldehyd-Oxidase und die Sulfit-Oxidase. Im Gegensatz
zu diesen Enzymen besitzt mARC ein separates Elektronen-Transportsystem, be-
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stehend aus dem Ha¨m-Protein Cytochrom b5 und dem Flavo-Protein NADH-
Cytochrom b5-Reduktase. Die Elektronen des Cofaktors NADH werden u¨ber das
Flavo-Protein NADH-Cytochrom b5-Reduktase auf das Ha¨m-Protein Cytochrom b5
u¨bertragen, welches dann die Elektronen mARC zur Reduktion zur Verfu¨gung stellt.
NADH-Cytochrom b5-Reduktase und Cytochrom b5 ko¨nnen ebenso ein Elektronen-
Transportsystem fu¨r weitere Enzyme darstellen, wie z. B. fu¨r die Stearyl-Coenzym A-
Desaturase (Strittmatter et al. 1974), Sterol-Oxidase (Fukushima et al. 1981) und
verschiedene CYP-Isoenzyme (Hildebrandt und Estabrook 1971).
Der drei Komponenten-Enzym-Komplex ko¨nnte eine physiologische Rolle bei der
Reduktion und damit der Detoxifizierung von N -hydroxylierten Verbindungen, wie
z. B. Hydroxylaminen, Benzamidoximen und N -Hydroxyamidinohydrazonen, spie-
len. Hydroxylamine ko¨nnen im Phase II-Metabolismus zu instabilen Estern konju-
giert werden, die zu mutagenen Arylnitreniumionen zerfallen. Eine N -Reduktion
der promutagenen Hydroxylamine zu Aminen wu¨rde zur Entgiftung der Verbindung
beitragen (Clement 1998).
In vielen Arzneistoffen stellen Amidine und Guanidine fu¨r die Wirkung essen-
tielle Gruppen dar, die im Gastrointestinal Trakt aufgrund der hohen Basizita¨t
geladen vorliegen und somit eine schlechte Bioverfu¨gbarkeit besitzen. Durch N -
Hydroxylierung werden diese Verbindungen weniger basisch und liegen dadurch un-
geladen vor, wodurch die Bioverfu¨gbarkeit erho¨ht wird. Wa¨hrend des First pass-
Effektes kann die Aktivierung der N -hydroxylierten Prodrugs zur Wirkform erfol-
gen. Dieses Prodrug-Prinzip wurde erfolgreich bei einer Reihe von peptidomime-
tischen Inhibitoren und Antikoagulantien, wie Melagatran, und Therapeutika der
Afrikanischen Schlafkrankheit und Leishmaniose, wie Pentamidin und Diminazen,
angewandt (Peterlin-Masic et al. 2006, Gustafsson et al. 2001, Clement und Lopian
2003, Clement und Raether 1985, Bray et al. 2003). Gru¨newald et al. 2008 konn-
ten an einer Auswahl N -hydroxylierter Prodrugs beispielhaft zeigen, dass der drei
Komponenten-Enzym-Komplex die Aktivierung der Prodrugs vermittelt (Abbildung
1.3).
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(a) Reduktion des Pentamidin-Diamidoxims zu Pen-
tamidin
(b) Reduktion des N -Hydroxymelagatrans
zu Melagatran
(c) Reduktion des Guanoxa-
benz zu Guanabenz
(d) Reduktion des N -
Hydroxydebrisoquins zu De-
brisoquin
Abbildung 1.3.: Aktivierung von Amidoxim- und N-Hydroxyguanidin-Prodrugs durch
mARC1, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase (Gru¨newald et
al. 2008).
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Enzyme Cofaktoren Beispielstrukturen im Xenobiotikum
UDP-Glucuronyl- Uridin-5′-diphosphat- Hydroxyl-, Carboxyl-,
transferasen (UGT) glucuronsa¨ure Hydroxylamin-, prima¨re Amino-
(UDPGA) und Thiol-Gruppen
Sulfotransferasen 3′-Phosphoadenosin- Hydroxyl-, prima¨re Amino-
(SULT) 5′-phosphosulfat und Sulfonamid-Gruppen
(PAPS)
Methyltransferasen S -Adenosylmethionin Hydroxyl-, Amino-
und Thiol-Gruppen
Acetyltransferasen Acetyl-Coenzym A Hydroxyl-
und prima¨re Amino-Gruppen
Glutathion-S -Transferasen Glutathion organische Halogenide,
(GST) Epoxide u. a.
Tabelle 1.2.: Phase II-Reaktionen von Xenobiotika.
1.1.2. Phase II-Metabolismus
Wa¨hrend des Phase II-Metabolismus wird durch Transferasen eine meist saure
Gruppe in das Arzneistoffmoleku¨l einfu¨hrt, so dass dieses sta¨rker hydrophil wird und
besser ausgeschieden werden kann. Einige der an Phase II-Reaktionen beteiligten
Enzyme befinden sich membransta¨ndig im Endoplasmatischen Retikulum, andere
membranungebunden im Zytosol. In Tabelle 1.2 sind die Enzyme und die beteiligten
Cofaktoren der Phase II-Reaktinen, sowie die Strukturen in Xenobiotika, an die
Gruppen der Cofaktoren gekoppelt werden ko¨nnen, aufgefu¨hrt.
Meist sind die Phase II-Metabolite inaktiv, es gibt aber auch wirksame Kon-
jugationsprodukte. Teilweise entstehen als Metabolite reaktive Stoffe, die durch
irreversible Bindung an ko¨rpereigene Stoffe toxische Effekt verursachen (Mutschler
et al. 2001).
Uridindiphosphat-Glucuronyltransferasen geho¨ren zur Superfamilie der
Uridindiphosphat-Glycosyltransferasen, die die Konjugation von aktivierter Glu-
curonsa¨ure mit nukleophilen Substraten katalysieren (Mackenzie et al. 1997).
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Das nukleophile Substrat greift im Sinne einer SN2-Reaktion am C1-Atom des
Pyranoseringes des Cofaktors Uridin-5′-diphosphatglucuronsa¨ure (UDPGA) an.
Aus der in α-Form vorliegenden UDPGA entstehen bei der Glucuronidierung das
β-Glucuronid des Substrates und Uridin-5′-diphosphat (UDP).
Wie UDP-Glucuronyltransferasen (UGT) sind β-Glucuronidasen auf der Innenseite
des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert, die die entstandenen β-Glucuronide
wieder aufspalten ko¨nnen. UGT sind in zahlreichen Organen, wie Leber, Darm,
Niere und Geweben, die durch Steroide beeinflusst werden, exprimiert (Fisher et al.
2001).
Im Menschen sind u¨ber 15 UGT-Isoenzyme identifiziert worden (Tukey
und Strassburg 2000). Die Nomenklatur der einzelnen Isoformen der UDP-
Glucuronyltransferasen orientiert sich an der Nomenklatur der Cytochrom
P450-Enzyme (Mackenzie et al. 1997, Mackenzie et al. 2005). Die Sequenz
des C-terminalen Endes der UGT ist recht homolog. Es stellt zum einen den
Membran-Anker dar und zum anderen nimmt man an, dass es sich um die UDPGA-
Bindungsstelle handelt (Mackenzie et al. 1997, Tukey und Strassburg 2000). Der
variable N -terminale Teil ist fu¨r die Substratselektivita¨t zusta¨ndig. Im Menschen
sind die drei Subfamilien UGT1A, UGT1B und UGT2A verbreitet.
UGT-Isoenzyme zeichnen sich durch eine breite und einander u¨berlappende
Substratspezifita¨t aus. Sie u¨berfu¨hren sowohl Xenobiotika als auch endogene
Substanzen, wie z. B. Steroide, Bilirubin und Retinolsa¨ure, in Glucuronide, die
durch ihre versta¨rkte Hydrophilie besser renal und bilia¨r ausgeschieden werden
ko¨nnen. Die meisten Glucuronid-Metabolite sind inaktiv, aber es gibt auch einige
Ausnahmen, z. B. ist Morphin-6-Glucuronid potenter als Morphin. Glucuronidie-
rung stellt die bedeutendste Detoxifizierungsreaktion dar (Burchell und Coughtrie
1997). U¨ber Galle als Glucuronide ausgeschiedene Arzneistoffe ko¨nnen im Darm
durch β-Glucuronidasen gespalten und erneut aufgenommen werden. Man spricht
dann von dem entero-hepatischen Kreislauf.
UDP-Glucuronyltransferasen sind induzierbar, hemmbar und unterliegen einer
genetischen Variabilita¨t. Diese Polymorphismen von UGT-Isoezymen ko¨nnen sich
z. B. als Gilberts-Syndrom und Crigler-Najjar-Syndrom a¨ußern.
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Sulfotransferasen (SULT) katalysieren die Konjugation des Sulfat-Restes
von 3′-Phosphoadenosin-5′-phosphosulfat (PAPS) mit Phenolen, Alkoholen und
Aminen. Sowohl endogene als auch exogene Substrate werden so metabolisiert.
Sulfotransferasen besitzen eine breite und u¨berlappende Substratspezifita¨t. Durch
Einfu¨hrung der Sulfatgruppe sind die Metabolite hydrophiler, damit besser renal
oder bilia¨r ausscheidbar. Oft geht die Sulfatierung mit einen Verlust der biologischen
Aktivita¨t einher, in manchen Fa¨llen, wie z. B. bei Minoxidil, ist der Sulfat-Metabolit
wirksamer (Gamage et al. 2006). Leider kann auch eine Bioaktivierung von Procar-
cinogenen, wie z. B. bei N -Hydroxyarylaminen, zu reaktiven Elektrophilen erfolgen,
die sowohl mutagene als auch carcinogene Wirkungen haben ko¨nnen (Falany 1997).
Sulfotransferasen sind neben den UDP-Glucuronyltransferasen die wichtigsten
entgiftenden Enzyme. Beide Transferasen-Familien haben die gleichen Substrate,
wobei Sulfotransferasen eine ho¨here Affinita¨t besitzen, allerdings eine geringere
Kapazita¨t aufweisen als UDP-Glucuronyltransferasen (Burchell und Coughtrie
1997). Induktion, Inhibition, hormonelle und genetische Faktoren beeinflussen die
Expression und Aktivita¨t von Sulfotransferasen (Gamage et al. 2006).
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1.1.3. Interaktionen
Die Therapie von Erkrankungen erfolgt ha¨ufig durch gleichzeitige Gabe von
mehreren Arzneistoffen, so dass Wechselwirkungen mit klinischer Relevanz durch
Konkurrenz um dasselbe metabolisierende Enzym auftreten ko¨nnen. Da die so
auftretenden Hemmungen und Induktionseffekte fu¨r die Arzneimittelsicherheit von
großer Bedeutung sind, wird in pra¨klinischen Untersuchungen unter Verwendung
von bekannten Markerreaktionen das Wechselwirkungspotential von neuen Arznei-
stoffkandidaten charakterisiert. Nicht nur auf Enzymebene sind Interaktionen
mo¨glich, sondern auch auf der Stufe der Absorption, der Proteinbindung, des
aktiven Transports und der Exkretion. Pharmakodynamische Wechselwirkungen
sind im Sinne von synergistischen und adversen Effekten mo¨glich, die sich aufgrund
des bekannten Wirkmechanismus recht gut vorhersagen lassen.
1.1.3.1. Inhibition
Die Hemmung des Metabolismus durch andere Arzneistoffe kann zu klinisch
relevanten Wechselwirkungen fu¨hren, so kann die therapeutische Konzentration
u¨berschritten oder die Aktivierung von Wirkstoffen verhindert werden. Die Hem-
mung von Enzymen kann durch verschiedene Mechanismen erfolgen. Die Hemmung
kann Cosubstrat-, Zeit- und Konzentrations-abha¨ngig sein. Eine weitere Unterschei-
dung in reversibel und irreversibel ist mo¨glich. Bei einer reversiblen, kompetitiven
Hemmung konkurrieren u¨blicherweise das Substrat und ein Struktur-a¨hnliches
Moleku¨l, das nicht umgesetzt wird, um die Bindung an das aktive Zentrum. Bei
einer Hemmung von CYP-Enzymen tritt jedoch ha¨ufig der Fall auf, dass zwei
Substrate um das katalytische Zentrum konkurrieren und es so zu einer kompetiv
a¨hnlichen Hemmung kommt. Bei einer reversiblen nicht-kompetitiven Hemmung
beeinflusst der Inhibitor die Substrat-Bindung nicht, aber die Substrat-Umsetzung
wird verhindert. Eine irreversible Hemmung erfolgt, wenn das aktive Zentrum
chemisch vera¨ndert wird oder ein Inhibitor irreversibel daran bindet (Karlson et al.
1994). Erfolgt eine irreversible Hemmung z. B. von CYP-Isoenzymen, so kann zur
15
1. Einleitung
Aufhebung der Hemmung der Austausch des Ha¨ms oder des Proteins no¨tig sein
(McGinnity et al. 2006). Durch den Einsatz bekannter spezifischer Inhibitoren kann
u¨berpru¨ft werden, welches CYP-Isoenzym am Metabolismus einer Substanz betei-
ligt ist (Eagling et al. 1998, Donato et al. 2004, Cohen et al. 2003, Ghosal et al. 2003).
1.1.3.2. Induktion
Am Arzneistoff-Metabolismus beteiligte Enzyme, Phase I- wie Phase II-Enzyme,
besitzen eine unstimulierte Basalaktivita¨t und ko¨nnen u¨ber bestimmte Wege
induziert werden (Xu et al. 2005). Eine Vielzahl unterschiedlicher Xenobiotika und
endogener Substanzen ko¨nnen eine vermehrte Bildung von Enzymen induzieren.
Die klinisch relevanten Induktoren zeigen keine deutlichen strukturellen U¨ber-
einstimmungen. A¨hnlichkeiten bestehen nur hinsichtlich einer hohen Lipophilie.
Wie die meisten pharmakologischen Effekte ist die Induktion Dosis-abha¨ngig. So
kann in manchen Fa¨llen, wie z. B. bei Rosiglitazon, die Therapiedosis geringer
sein als die Dosis, ab der induktive Effekte auftreten (Smith 2000, Hewitt et al.
2007b). Die vermehrte Enzymexpression a¨ußert sich bereits nach weniger als 48
Stunden. Nach dem Absetzen der Substanz sinkt die Enzymexpression innerhalb
von Tagen bis Wochen zuru¨ck auf die Basalexpression. Die Induktion von am
Arzneistoff-Metabolismus beteiligten Enzymen fu¨hrt zum gesteigerten Abbau der
Arzneistoffe bis zum Verlust der therapeutischen Wirkung. Die Induktion kann aber
auch durch gesteigerten Metabolismus zur versta¨rkten Bildung von toxischen und
carcinogenen Metaboliten fu¨hren. Um diese Effekte ausschließen bzw. einscha¨tzen
zu ko¨nnen, wird in pra¨klinischen Studien das induktive Potential von neuen
Arzneistoffkandidaten untersucht (Smith 2000, Hewitt et al. 2007a).
Die Induktion von CYP2-, CYP3- und CYP4-Isoenzymen erfolgt u¨ber die Fa-
milie der Kernrezeptoren. Die Isoenzyme der CYP1-Familie werden u¨ber den
Arylhydrocarbon-Rezeptor induziert (Xu et al. 2005, Kawajiri und Fujii-Kuriyama
2007).
Die Kernrezeptoren (nuclear receptors) geho¨ren zu einer Supergenfamilie, die fu¨r
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Liganden Kernrezeptor Zielgen Funktion
Steroide, Konstitutiver CYP2B, CYP3A, Xenobiotika-
Xenobiotika Androstan-Rezeptor CYP2C, UGT1A1, Metabolismus
(CAR) OATP2, MRP2 und -Transport
Steroide, Pregnan-X- CYP3A, CYP2B, Xenobiotika-
Xenobiotika Rezeptor (PXR) CYP2C, CYP7A, Metabolismus
GST-A2, OATP2, und -Transport
MRP2, MDR1, BSEP
Steroide, Leber-X- CYP7A Cholesterol-
Xenobiotika Rezeptor (LXR) und Gallensa¨uren-
Metabolismus
Gallensa¨uren, Farnesol-X- CYP7A1, CYP8B, Cholesterol-
Xenobiotika Rezeptor (FXR) BSEP, IBABP und Gallensa¨uren-
Metabolismus
Glitazone, Peroxisom- CYP7A, CYP4A, Cholesterol-
Fibrate Proliferator- GST und Fettsa¨uren-
aktivierten Metabolismus
Rezeptor α
(PPARα)
Tabelle 1.3.: Kernrezeptoren und deren Zielgene (zusammengefasst von Wang und LeCluyse
2003).
Zur spezifischen Bindung und Aktivierung bilden die aufgefu¨hrten Kernrezeptoren He-
terodimere mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR).
OATP2: Anionen-Transporterpeptid 2, MRP2: Multidrug resistance-associated prote-
in 2, MDR1: Multidrug resistance-gene 1, BSEP: Gallensalz-Export-Pumpe (bile salt
export pump), IBABP: ileales Gallensa¨ure-Bindungsprotein (ileal bile acid-binding pro-
tein).
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Transkriptionsfaktoren kodiert. Sowohl endogene Substanzen, wie kleine lipophile
Hormone, als auch exogene Substanzen, wie Wirkstoffe und Umweltgifte, ko¨nnen
an diese Kernrezeptoren binden und so die Expression von Zielgenen stimulieren.
Durch die Kernrezeptoren werden sowohl die zellula¨re Entwicklung als auch der
Schutzmetabolismus gesteuert.
Kernrezeptoren teilen sich eine hochkonservierte DNA-Bindungsdoma¨ne (DBD),
u¨ber die mindestens 70 Kernrezeptoren entdeckt wurden. Deren Funktion ist
weitestgehend unbekannt, so dass sie den Namen verwaiste Kernrezeptoren (orphan
nuclear receptors) erhalten haben. Die DBD vermittelt die Bindung des Rezeptors
an die Promotorregion des Zielgens, das sogenannte Hormon-Antwort-Element
(HRE, hormone response element) bzw. xenobiotische Antwort-Element (XRE,
xenobiotic response element). Die Kernrezeptoren binden an HRE bzw. XRE als
Heterodimer mit Retinoid-X-Rezeptor (RXR) oder als Monomere.
Ein weiterer wichtiger Bereich der Kernrezeptoren ist die Liganden-Bindungsdoma¨ne
(LBD). Hier erfolgt die Bindung der Liganden, es entha¨lt das Dimerisierungsmotiv
und die Sequenz, die die Lokalisation des Rezeptors vermittelt. Die Liganden-
Bindung fu¨hrt zu einer Konformationsa¨nderung, zur Freisetzung von Coaktivatoren
und zur Transaktivierung der Zielgene.
In Tabelle 1.3 ist eine U¨bersicht der Kernrezeptoren mit Bedeutung fu¨r den
Phase I- und Phase II-Metabolismus, deren Liganden, Zielgenen und der Funktio-
nen dargestellt. Neben dem Phase I- und Phase II-Metabolismus wird auch die
Expression von Zellmembrantransportern, die fu¨r die Aufnahme und Ausscheidung
von Arzneistoffen in die Zellen mitverantwortlich sind, entscheidend induziert.
Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) spielt eine große Rolle bei der Induktion von
CYP3A, die fu¨r den Arzneistoff-Metabolismus bedeutenden CYP-Isoenzym dar-
stellen. Die Gewebe-Expression von PXR a¨hnelt der von CYP3A (Wang und
LeCluyse 2003). Rifampicin ist ein Ligand von PXR und ein potenter Induk-
tor der CYP3A-Expression. PXR kann als Heterodimer mit RXR auch an das
Phenobarbital-Antwort-Element (PBREM, phenobarbital response element) binden
und so u¨ber den sogenannten Cross talk die Expression von CYP2B- und CYP2C-
Isoenzymen induzieren. Die Induktion von z. B. der CYP3A-Expression wird u¨ber
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XREM (xenobiotic response element module) vermittelt. Neben Polymorphismus im
Enzymgen ansich kann auch der Polymorphismus in der Promotorregion entschei-
denden Einfluss auf die Expression haben. Der konstitutive Androstan-Rezeptor
(CAR) bildet ebenfalls mit RXR ein Heterodimer, welches an PBREM und an
das Retinsa¨ure-Antwort-Element (RARE, retinoic acid response element) bindet
und so die Expression von CYP2B- und CYP2C-Isoenzymen induziert (Wang und
LeCluyse 2003, Xu et al. 2005).
Die Induktion der CYP1A-Isoenzyme, aber auch von UGT1A6 und GST-
Isoenzymen, u¨ber den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) la¨uft wie folgt ab. Der
inaktive AhR liegt im Zytosol in einem Komplex mit einem Dimer des Chaperon
Hitzeshock-Protein90 (Hsp90) und weiteren Proteinen vor. AhR hat eine charak-
teristische basic-helix-loop-helix -Region (bHLH) und eine PER-Arnt-Sim-Region
(PAS). Hsp90 maskiert einen bestimmten Abschnitt in der bHLH, wodurch
AhR im Zytosol zuru¨ckgehalten wird. Durch Bindung eines Liganden, z. B. 3-
Methylcholanthren, kommt es zur Interaktion dieses Abschnittes mit Komponenten
zum Zellkernimport. Im Zellkern bindet AhR an den Arylhydrocarbon-Rezeptor-
Zellkern-Translokator (Arnt), dieser besitzt dem AhR entsprechend ebenfalls eine
bHLH- und PAS-Region. Im Zellkern bindet das AhR/Arnt-Heterodimer an das
xenobiotische Antwort-Element (XRE) in der CYP1-Sequenz. Hinsichtlich der
zusa¨tzlichen Aktivierung der Expression bestehen zwischen CYP1A1 und CYP1A2
Unterschiede. U¨ber weitere XRE-Regionen und Transkriptionselemente kann die
Expression gesteigert werden. Neben der Transkription von CYP1A wird auch die
Transkription des AhR-Repressors induziert. Der AhR-Repressor befindet sich im
Zellkern und kann mit Arnt ebenfalls ein Heterodimer bilden, das an XRE bindet,
aber eine Repression bewirkt. Hierbei handelt es sich scheinbar um eine Ru¨ck-
kopplungschleife (Xu et al. 2005, Fujii-Kuriyama und Mimura 2005, Kawajiri und
Fujii-Kuriyama 2007). Die Aktivierung des AhR spielt eine Rolle bei Vera¨nderungen
der Zellproliferation, Apoptose, in der Differenzierung des Fettgewebes, in der
Tumorpromotion und immunologischen und reproduktiven Funktionen (Kawajiri
und Fujii-Kuriyama 2007). Durch die Induktion von CYP1A-Isoenzymen ko¨nnen
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vermehrt procarcinogene und promutagene Substanzen aktiviert werden. Neben
exogenen Liganden, wie 3-Methylcholanthren und 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD), sind auch einige endogene Liganden, wie Tryptamin, Bilirubin,
Biliverdin und Lipoxin A4, bekannt (Fujii-Kuriyama und Mimura 2005). Omeprazol
kann auch die CYP1A-Aktivita¨t AhR-vermittelt induzieren, stellt aber keinen
AhR-Liganden dar (Dzeletovic et al. 1997, Backlund und Ingelman-Sundberg 2005).
Da die Induktion Arzneistoff-metabolisierender Enzyme signifikante Folgen fu¨r die
Pharmakokinetik und Toxizita¨t hat, ist die Untersuchung des induktiven Potentials
von neuen Arzneistoffkandidaten unerla¨sslich. Wichtig ist aber, dass die Ergebnisse
in Korrelation zu bekannten Induktoren, wie 3-Methylcholanthren, Phenobarbital
und Rifampicin, gesetzt werden, um die klinische Relevanz abzuscha¨tzen. Deswegen
bedeutet in vielen Fa¨llen ein induktives Potential von neuen Arzneistoffkandidaten
nicht gleich das Aus der Substanz (Hewitt et al. 2007b). Zur Untersuchung von
induktiven Effekten neuer Arzneistoffkandidaten gibt es mehrere Verfahren. Eine
Mo¨glichkeit stellt die Verabreichung der Substanz an Versuchstiere mit anschlie-
ßender Mikrosomengewinnung dar. Dazu wird die Induktion in den gewonnenen
Mikrosomen untersucht (Sugihara et al. 2001). Da fu¨r diese Untersuchungen meist
Ratten verwendet werden, ko¨nnen starke Speziesunterschiede im Vergleich zum
Menschen auftreten. Bei der zweiten und dritten Mo¨glichkeit handelt es sich um
in vitro-Verfahren. So ko¨nnen Hepatozytenkulturen, vorzugsweise von humanen
Hepatozyten verwendet werden, um die Induktion der Expression und Aktivita¨t
zu untersuchen (Silva et al. 1998, Roymann et al. 2005, Hewitt et al. 2007b). Des
Weiteren besteht die Mo¨glichkeit, Zellen mit Luciferase-Vector zu transfektieren
und die Rezeptor-vermittelte Induktion der Luciferase-Expression per Lumineszenz
zu untersuchen (Zhang et al. 2003, Yueh et al. 2005, Jackson et al. 2006).
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1.2. Einsatz von Hepatozyten in Forschung und
Therapie
Abbildung 1.4.: Herstellung und Verwendung humaner Hepatozyten fu¨r die Forschung und
Therapie (www.medizin.uni-halle/kim1/index.php?id=350).
Trotz der bemerkenswerten Fa¨higkeit der Leber zur Selbsterneuerung besteht ein Be-
darf an Spenderlebern, der durch Organspenden nicht gedeckt werden kann. Auch
steigt der Bedarf an prima¨ren humanen Hepatozyten fu¨r die pharmakologische und
toxikologische Forschung. Aus humaner Leber isolierte Hepatozyten ko¨nnen sowohl
als Therapie direkt transplantiert werden oder als artifizelle Leber kurzzeitig die
Leberfunktion u¨bernehmen, als auch in Kultur und als artifizielle Leber fu¨r in vi-
tro-Studien verwendet werden. Durch Kryokonservierung ko¨nnen Hepatozyten bei
Bedarf zu Verfu¨gung stehen. Aufgrund der Unterversorgung an humanen Lebern
stellt die Gewinnung von Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen aus Stamm- und Vorla¨ufer-
zellen eine vielversprechende Mo¨glichkeit dar (Abbildung 1.4).
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1.2.1. Einsatz von Hepatozyten in Forschung
Arzneistoff-Metabolismus und -Transport sind bestimmende Faktoren der
Arzneistoff-Ausscheidung, der interindividuellen pharmakokinetischen Diffe-
renzen, der klinischen Wirkung und der Toxizita¨t (Hewitt et al. 2007a). Deswegen
ist in der fru¨hen Phase der Wirkstoff-Entwicklung nicht nur die fla¨chendeckende
Charakterisierung der pharmakologischen Aktivita¨t von Interesse, sondern die
metabolische Stabilita¨t, das Metaboliten-Profil, die daran beteiligten Metabolis-
muswege und Enzyme sowie das Inhibitions- und Induktionspotential (Hewitt et al.
2007a). In den Vorversuchen werden oft Mikrosomen verwendet, aber zur genaueren
Charakterisierung stellen Hepatozyten das besser geeignete in vitro-Modell dar, da
sa¨mtliche Enzyme und Transporter vorhanden sind.
Hepatozyten zeigen eine gute in vitro-in vivo-Korrelation (Andersson et al. 2001,
LeCluyse 2001, Lau et al. 2002), da in vitro festgestellte Schwankungen in der
Enzymaktivita¨t auf interindividuelle Unterschiede in vivo zuru¨ckzufu¨hren sind
(Hewitt et al. 2007a). Prima¨re humane Hepatozyten spiegeln am besten die Hete-
rogenita¨t der Cytochrom P450-Expression in der menschlichen Leber wieder und
stellen somit ein unscha¨tzbares Modell zur pra¨klinischen Untersuchung des Meta-
bolismus und der Toxizita¨t dar (Donato et al. 1995, LeCluyse 2001, Gomez-Lechon
et al. 2004). Aufgrund der schlechten und schwer planbaren Verfu¨gbarkeit von
humanen Hepatozyten wird nach entsprechenden ″Ersatz-Hepatozyten″ gesucht.
Zwar sind kryokonservierte humane Hepatozyten erha¨ltlich, aber diese sind recht
teuer, oft in ihrer Qualita¨t beeintra¨chtigt und nicht alle Chargen eignen sich fu¨r
la¨ngere Induktionsstudien (Hengstler et al. 2005, Hewitt et al. 2007b). Neben
der Verwendung von humanen Leberkrebszelllinien wird oft auf die Hepatozyten
von anderen Spezies, wie Ratte, Affe und Schwein, zuru¨ckgegriffen (Guillouzo
et al. 2007, Kanebratt und Andersson 2008, Donato et al. 1999, 2008, Hewitt
et al. 2007b). Eine weitere Mo¨glichkeit stellt die Kultivierung von humanen
Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen aus Stamm- und Vorla¨uferzellen dar. Eine Prolifera-
tion von Hepatozyten in vitro ist im Gegensatz zu in vivo nicht mo¨glich, obwohl
viele, die Proliferation beeinflussende, Faktoren bekannt sind (Hengstler et al. 2005).
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1.2.2. Einsatz von Hepatozyten anderer Spezies in der
Forschung
Neben humanen Hepatozyten werden in der pra¨klinischen Forschung auch Hepato-
zyten von anderen Spezien fu¨r Vorversuche eingesetzt. Am ha¨ufigsten werden
Hepatozyten aus Ratten eingesetzt, aber auch Hepatozyten aus Hund, Affe und
Schwein finden Anwendung (Hewitt et al. 2007b).
Durch unterschiedliches Ansprechen auf Induktoren und Inhibitoren, unterschied-
liche Metabolismuswege und daran beteiligte Enzyme sowie unterschiedliche
toxikologische Effekte a¨ußern sich Speziesunterschiede. Auch bei der U¨bertragung
der pra¨klinisch mit anderen Spezies ermittelten Dosen auf die klinischen Dosen zur
Anwendung am Menschen offenbaren sich oft Speziesunterschiede (Smith 2000).
Der Protonenpumpen-Inhibitor Pantoprazol wird z. B. im Hund zu einem toxischen
Metaboliten umgesetzt. Dieser Metabolit wird im Menschen nicht gebildet, so dass
Pantoprazol im Menschen nicht toxisch wirkt (Gebhardt et al. 2003).
Im Gegensatz zu Hepatozyten von Menschen, Hunden und Schweinen erweisen
sich Rifampicin und Omeprazol in Rattenhepatozyten nicht als Induktoren der
CYP3A-Aktivita¨t und CYP1A-Aktvita¨t (Lu und Li 2001, Wang und LeCluyse
2003). Hingegen stellt Dexamethason einen potenten Induktor der CYP3A-Aktivita¨t
in Rattenhepatozyten, nicht aber in humanen Hepatozyten dar (Lu und Li 2001).
Schweine- und Hundehepatozyten eignen sich besser als Alternative fu¨r humane
Hepatozyten in Induktionsstudien. Auch im Ansprechen auf Inhibitoren zeigen
sich oft Speziesunterschiede (Eagling et al. 1998). Gru¨nde hierfu¨r ko¨nnten z. B.
Unterschiede im aktiven Zentrum, unterschiedliche beteiligte Isoenzyme und ein
anderer Aufbau der Hemmstoffbindungsstelle darstellen (Boobis et al. 1990). Spe-
ziesunterschiede in der Induktion ko¨nnten durch andere Induktionsmechanismen,
unterschiedliche induzierte Isoenzyme und eine andere Basalregulation verursacht
sein (Boobis et al. 1990).
Als gute Alternative zu humanen Hepatozyten erweisen sich porcine Hepatozyten.
Zum einen steigern alle klinisch relevanten Induktoren die CYP3A-Aktivita¨t (Olsen
et al. 1997), zum anderen werden sehr a¨hnliche Metaboliten-Profile zu humanen
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Hepatozyten von Testosteron und Diazepam gebildet (Donato et al. 1999, Hansen
et al. 2000), des Weiteren besteht eine sehr große Homologie der CYP2A-, CYP2C-
und CYP3A-Isoenzyme (Soucek et al. 2001). Porcine Hepatozyten metabolisieren
fast alle Standardsubstrate der humanen CYP-Isoenzyme. Allerdings sind diese
teilweise u¨ber andere CYP-Isoenzyme vermittelt, so dass sich Inhibitions- und
Induktionseffekte auf den Metabolismus der Standardsubstrate unterschiedlich
ausu¨ben ko¨nnen (Skaanild 2006). Besonders betroffen ist, trotz großer Homologie
der Isoenzyme, der Metabolismus von humanen CYP2C-Substraten. So haben
manche typischen Induktoren des CYP2C-Aktivita¨ten keine Einfluss auf den
Tolbutamid-Metabolismus (Myers et al. 2001). Ebenso scheint der im Menschen
CYP2E1-katalysierte Chlorzoxazon-Metabolismus im Schwein u¨ber CYP2A- und
CYP3A-vermittelt zu sein (Skaanild 2006). In Tabelle 1.4 ist eine U¨bersicht
der Cytochrom P450-Markerreaktionen und der daran beteiligten humanen und
porcinen Isoenzyme aufgefu¨hrt. Hingegen zeigen humane und porcine Hepatozyten
eine gute U¨bereinstimmung im Phase II-Metabolitenmuster (Behnia et al. 2000,
Watkins und Klaassen 1986, Clement et al. 2001, Fro¨hlich et al. 2005).
1.2.3. Zellbasierte Therapien bei Lebererkrankungen
Unter physiologischen Bedindungen teilen sich zwei- bis dreitausendstel der Hepato-
zyten, um die physiologische Lebermasse zu erhalten. Als Antwort auf Verletzungen
durch Toxine, Krankheiten oder Operationen ko¨nnen Hepatozyten proliferieren
(Cantz et al. 2008). In der Leber befinden sich als Vorla¨uferzellen von Hepatozyten
und Gallenkanal-Epithelzellen die Ovalzellen (Abbildung 1.5).
Durch Transplantation von humanen Hepatozyten kann die Zeit bis zur Organ-
transplantation u¨berbru¨ckt werden (Strom et al. 1997, Bilir et al. 2000), die
Sterblichkeit bei akutem Leberversagen reduziert werden (Fisher et al. 2000, Ott
et al. 2000) oder bei metabolischen Lebererkrankungen eine Therapie durchgefu¨hrt
werden (Burlina 2004, Cantz et al. 2008). Gegenu¨ber einer Organtransplantation
besitzen zellbasierte Therapien die Vorteil, dass sie weniger invasiv und mehrfach
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Markerreaktion Humanes CYP Porcines CYP
Ethoxyresorufin-O-Desethylierung CYP1A2 CYP1A
Cumarin-7-Hydroxylierung CYP2A6 CYP2A2
Nicotin-O-Oxidation CYP2A6 CYP2A / ?
Benzyloxyresorufin-O-Debenzylierung CYP2B6 CYP2B?
7-Ethoxyresorufin-4-trifluoromethylcumarin- CYP2B6 CYP2B?
O-Desethylierung
Pentoxyresorufin-O-Desalkylierung CYP2B6 CYP2B?
Mephenytoin-Demethylierung CYP2B6 n. d.
Diclofenac-4-Hydroxylierung CYP2C8/9 CYP2C9 / ?
Tolbutamid-4-Hydroxylierung CYP2C9 CY2C2
S -Mephenytoin-4-Hydroxylierung CYP2C19 n. d.
Debrisoquin-4-Hydroxylierung CYP2D6 n. d.1
Bufuralol-1-Hydroxylierung CYP2D6 CYP2D251
Dextromethorphan-O-Demethylierung CYP2D6 CYP2D251
Chlorzoxazon-6-Hydroxylierung CYP2E1 CYP2A / CYP3A
p-Nitrophenol-2-Hydroxylierung CYP2E1 CYP2A / ?
Anilin-4-Hydroxylierung CYP2E1 CYP2A / ?
Dimethylnitrosamin-N -Demethylierung CYP2E1 ?
Midazolam-4- und 1-Hydroxylierung CYP3A4 CYP3A
Testosteron-6β-Hydroxylierung CYP3A4 CYP3A
Nifedipin-N -Oxidation CYP3A4 CYP3A292
Tabelle 1.4.: Cytochrom P450-Markerreaktionen und die daran beteiligten humanen und por-
cinen Isoenzyme (zusammengefasst von Skaanild 2006).
1: Friedrich (2003).
2: Soucek et al. (2001).
n. d.: kein Metabolismus detektiert.
?: das fu¨r diese Reaktion verantwortliche porcine CYP-Isoenzym ist nicht identifiziert.
25
1. Einleitung
hintereinander durchgefu¨hrt werden ko¨nnen (Nu¨ssler et al. 2006).
Als Zellen fu¨r die Therapie kommen neben prima¨ren adulten Hepatozyten fo¨tale
hepatische Vorla¨uferzellen, Zellen aus dem Knochenmark oder aus dem Nabelschur-
blut sowie embryonale Stammzellen nach weiterer ausfu¨hrlicher Charakterisierung
in Frage (Cantz et al. 2008).
1.3. Hepatozyten-a¨hnliche Zellen aus
extrahepatischen Stamm- und Vorla¨uferzellen
Abbildung 1.5.: Aufbau eines Leberla¨ppchens, natu¨rliche Entstehung von Hepatozyten und
Zelltypen, aus denen Hepatozyten-a¨hnliche Zellen gewonnen wurden (Grom-
pe 2005).
U¨ber die Generierung von Hepatozyten-gleichen Zellen aus verschiedenen extrahe-
patischen Stamm- und Vorla¨uferzellen wird immer wieder berichtet (Hengstler et
al. 2005). In Abbildung 1.5 sind sowohl die natu¨rliche Entstehung von Hepatozyten
als auch die Zelltypen, aus den Hepatozyten-a¨hnliche Zellen gewonnen wurden, dar-
gestellt. Fu¨r die pra¨klinische Forschung wa¨re es ein wirklicher Durchbruch, wenn
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Hepatozyten in unbeschra¨nkter Menge aus Stamm- oder Vorla¨uferzellen zur Verfu¨-
gung stehen wurden. Obwohl es faszinierend ist, dass Stamm- und Vorla¨uferzellen
vorher stille Hepatozyten-Marker exprimieren, sind diese Zellen noch nicht gleich
Hepatozyten und mu¨ssen kristisch hinsichtlich ihrer Fa¨higkeiten mit prima¨ren hu-
mane Hepatozyten verglichen werden. Als Hepatozyten-Ersatz in pharmakokineti-
schen und toxikolischen Untersuchungen mu¨ssen diese Zellen folgende Eigenschaften
aufweisen:
• Metabolismus von Xenobiotika und endogenen Substanzen, wie Hormonen und
Ammoniak
• Induktion des Cytochrom P450-Metabolismus
• Synthese und Sekretion von Albumin, Gerinnungsfaktoren, Komplementsys-
temfaktoren, Transporterproteinen, Galle, Lipide und Lipoproteine
• Speicherung von Glucose (Glucagon), fettlo¨slichen Vitaminen (A, D, E, K),
Folsa¨ure, Vitamin B12, Kupfer und Eisen
Neben der qualititativen Evaluation, ob bestimmte Marker vorhanden sind oder
nicht, ist ein quantitativer Vergleich der Enzymaktivita¨ten unerla¨sslich.
In vivo kann die Differenzierung zu Hepatozyten durch Wiederherstellung der
Leberfunktion in Ma¨usen durch Repopulationsassays untersucht werden (Hengstler
et al. 2005). Einer der ersten Berichte stammte von Petersen et al. 1999. Das Kno-
chenmark von weiblichen Ratten wurde durch Bestrahlung zersto¨rt. Anschließend
wurde den weiblichen Ratten Knochenmarksstammzellen von ma¨nnlichen Ratten
transplantiert. Durch Tetrachlorkohlenstoff und 2-Acetylaminofluoren erfolgte
eine massive Scha¨digung der Leber der weiblichen transplantierten Ratten, so
dass eine Regeneration durch Zellteilung der Hepatozyten nicht mehr erfolgen
konnte. Durch diese Zersto¨rung der Leberzellen sollte ein Anreiz geschaffen werden,
der die Differenzierung aus den transplantierten Knochenmarkszellen auslo¨st.
Es konnten unter diesen Bedingungen Y-Chromosom-positive Hepatozyten in
der Leber der weiblichen Ratten gefunden werden. In weiteren Versuchen wurde
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Dipeptidylpeptidase IV-negativen weiblichen Ratten Knochenmark von ma¨nnlichen
Dipeptidylpeptidase IV-positiven Ratten transplantiert und anschließend die
Expression von Dipeptidylpeptidase IV in den Gallengangskana¨len zwischen den
Hepatozyten der weiblichen Ratte detektiert (Petersen et al. 1999).
Theise et al. 2000 fu¨hrten den Versuch ohne Leberscha¨digung nach der Trans-
plantation von Knochenmark ma¨nnlicher Ma¨use in weibliche Ma¨use durch. Auch
hier konnten Hepatozyten mit Y-Chromoson in der Leber der weiblichen Ma¨use
gefunden werden (Theise et al. 2000). Diese Ergebnisse konnten anhand weiterer
Versuche mit Knock out-Ma¨usen besta¨tigt werden (Lagasse et al. 2000).
In vivo ko¨nnen aus Stamm- und Vorla¨uferzellen gewonnenen Zellen vielleicht
zu Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen differenzieren. Die in vitro hergestellten und
transplantierten Zellen mu¨ssen deswegen noch nicht diese Eigenschaften aufweisen,
da die Differenzierung durch die Umgebung in der Leber verursacht werden kann.
Ob die als Hepatozyten in vivo detektierten Zellen durch Transdifferenzierung oder
durch Fusion aus Knochenmarkszellen entstanden sind, ist Gegenstand zahlreicher
Diskussionen (Hengstler et al. 2005, Cantz et al. 2008). Bei der Zellfusion kommt
es zur Durchmischung des Zytosols und zu einer Reprogrammierung der Zellei-
genschaften. Das Fusionspotential von Stammzellen ko¨nnte man zur Gentherapie
verwenden, um bestimmte Krankheiten zu heilen, wie z. B. Ha¨mophilie. Dass
nach der Transplantation von Knochenmark Zellen des Knochenmarkspenders mit
Hepatozyten des Empfa¨ngers fusionieren, konnte in Studien gezeigt werden (Wang
et al. 2003, Vassilopoulos et al. 2003, Willenbring et al. 2004). Zellfusion erfolgt
wa¨hrend der Entwicklung von Monozyten zu Osteoblasten, aber auch u¨ber die
Fusion von Krebszellen mit Zellen ha¨matopoetischen Urprungs und die spontane
Fusion von Stammzellen wurde beobachtet. Ob allerdings die aus ha¨matopoetischen
Stammzellen entstandenen Zellen mit Hepatozyten oder eher mit phagozytierenden
Kupfferzellen fusionieren, wodurch die Entwicklung zu Hepatozyten induziert wird,
ist noch unklar (Vassipoulos et al. 2003). Tendenziell ist das Ausmaß der Fusion
gering, außer wenn die durch Fusion entstandenen Hepatozyten einen Selektions-
vorteil erhalten (Wang et al. 2003). Um fusionierte Zellen in der Leber zu erhalten,
ko¨nnen statt Knochenmarkszellen auch differenzierte Makrophagen transplantiert
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werden, die deutlich einfacher zu erhalten sind (Willenbring et al. 2004). Keine
Fusion von Nabelblutzellen mit Hepatozyten konnten dagegen Newsome et al.
(2003) feststellen. In vitro ko¨nnen aus Stamm- und Vorla¨uferzellen schwerlich durch
Fusion Hepatozyten-a¨hnliche Zellen entstehen, so dass in diesen Fa¨llen eher von
einer Transdifferenzierung ausgegangen wird.
Die transplantierten Knochenmarkszellen wandern u¨ber das Blut in die Leber.
Die Zellen, die natu¨rlicher Weise aus ha¨matopoetische Stammzellen u¨ber weitere
Zwischenstufen entstehen, sind Monozyten. Monozyten zirkulieren im Blut, wan-
dern in die Gewebe ein, unter anderem auch in die Leber, und ko¨nnen je nach
Gewebe zu einer Vielzahl von Zellen, wie Makrophagen, Osteoklasten, Dendriti-
schen Zellen und vielen mehr, differenzieren (Gordon und Taylor 2005). U¨ber die
Abnahme von Blut sind diese Zellen sehr gut, einfach und in gro¨ßeren Mengen
zu gewinnen. Deswegen wurde versucht aus Monozyten und ha¨matopoetischen
Stammzellen in vitro Hepatozyten-a¨hnliche Zellen zu kultivieren. Beispielhaft ist
in Tabelle 1.5 eine U¨bersicht dieser Zellen mit den Merkmalen, anhand derer die
Zellen als Hepatozyten-a¨hnlich eingestuft werden, zusammengefasst. Auch bei
neueren Berichten u¨ber die Kultivierung von Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen aus
Knochenmarkszellen, erfolgte meist die Charakterisierung der Zellen nur anhand der
Expression von wenigen Markern und unumfassenden Cytochrom P450-Aktivita¨ten
(Snykers et al. 2006, Kazemnejad et al. 2008).
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Ausgangszellen Kulturbedingungen Fa¨higkeiten Literatur
Multipotente adulte FGF-4 und HGF induzierbare CYP2B6-Aktivita¨t Schwartz
Vorla¨uferzellen durch Phenobarbital um 32% et al. 2002
(MAPC) aus dem LDL-Aufnahme, Glycogen-
Knochenmark speicherung, Albumin-
und Harnstoff-Bildung
Expression von CYP1B1,
GATA4, CK18,
HNF-3β, -1α, -4
Adulte pluripotente PSC: Albumin, Zhao
Stammzellen (PSC) Monozyten + α-Fetoprotein, et al. 2003
aus peripheren M-CSF und PMA CK7
Blutmonozyten Hepatozyten:
PSC + HGF (Makrophagen: PSC + LPS)
Programmierbare PCMO: induzierbare CYP-Aktivita¨t, Ruhnke
Zellen monozyta¨ren Monozyten + CYP3A4-Aktivita¨t, et al. 2005a
Ursprungs (PCMO) M-CSF und Phase II-Aktivita¨t Ruhnke
aus peripheren β-Mercapto- Expression von CYP2B6, et al. 2005b
Blutmonozyten ethanol CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4,
NeoHepatozyten: CK18, Pan-Actin,
PCMO + FGF-4 α-Fetoprotein, Albumin,
Faktor II und VII
Synthese von Albumin,
Harnstoff, Lactat,
Freisetzung von LDH und AST
Tabelle 1.5.: In vitro-kultivierte Hepatozyten-a¨hnliche Zellen aus Monozyten und ha¨matopoe-
tischen Stammzellen.
FGF-4: Fibroblasten-Wachstumsfaktor 4, HGF: Hepatozyten-Wachstumsfaktor, GATA4:
Transkritionsfaktor, CK: Cytokeratin, HNF: Hepatozyten-Kern-Faktor, LPS: Lipopoly-
saccharid, LDH: Lactatdehydrogenase, AST: Aspartat-Aminotransferase
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1.4. Zielsetzung
Da in den Einleitungen der folgenden Kapitel eine detailierte Beschreibung der
Zielsetzung erfolgt, soll an dieser Stelle nur ein U¨berblick gegeben werden.
Humane Hepatozyten stellen in der pra¨klinischen Entwicklung ein wichtiges in
vitro-Modell zur Untersuchung des Metabolismus, mo¨glicher Wechselwirkungen und
der Toxizita¨t dar. Aufgrund der schlechten Verfu¨gbarkeit wird ein besser verfu¨gbarer
humaner Ersatz fu¨r Hepatozyten gesucht. Deswegen gibt es zahlreiche Versuche aus
Stammzellen und Vorla¨uferzellen Zellen mit Hepatozyten-a¨hnlichen Eigenschaften
zu generieren. Ein Beispiel sind die aus Monozyten-kultivierten NeoHepatozyten.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die NeoHepatozyten im Vergleich zu humanen und
porcinen Hepatozyten, sowie zu aus Monozyten-kultivierten klassisch aktivierten
Makrophagen untersucht werden. Der Vergleich zu prima¨ren Hepatozyten ist
wichtig, um die Eignung zu beurteilen. Klassisch aktivierte Makrophagen sollten
als weiterer Vergleich verwendet werden, um sicherzustellen, dass es sich um Eigen-
schaften von NeoHepotozyten nicht um fu¨r Makrophagen-typische Eigenschaften
handelt. Hierfu¨r waren der Metabolismus u¨ber Cytochrom P450-Isoenzyme sowie
deren Induktion und Inhibition, der Testosteron-Metabolismus und die Aktivierung
N -hydroxylierter Prodrugs von Interesse.
Diese Untersuchungen ko¨nnen auch die weitere Charakterisierung von porcinen
Hepatozyten als Ersatz von humanen Hepatozyten ermo¨glichen.
Die N -Hydroxylierung der essentiellen stark basischen Amidine und Guanidine
stellt ein Prodrug-Prinzip zur Verringerung der Basizita¨t und Erho¨hung der
oralen Bioverfu¨gbarkeit dar. Die Aktivierung dieser Prodrugs wird u¨ber den
drei Komponenten-Enzym-Komplex, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und
NADH-Cytochrom b5-Reduktase, vermittelt. In Rahmen dieser Arbeit sollte die
Induktion der Aktivita¨t des drei Komponenten-Enzym-Komplex untersucht werden.
Zum einen war von Interesse, ob ga¨ngige Induktoren Arzneistoff-metabolisierender
Enzym und Substrate die Prodrug-Aktivierung als Wechselwirkung induzieren
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ko¨nnen. Zum anderen kann eine Induktion durch mo¨gliche physiologische mutagene
N -hydroxylierte Nukleinbasen und weiterer Substanzen Ru¨ckschlu¨sse auf eine mo¨g-
liche physiologische Funktion des drei Komponenten-Enzym-Komplex ermo¨glichen.
Fu¨r diese Untersuchungen sollte das geeigneteste Modell im Rahmen der zuna¨chst
durchgefu¨hrten Studien u¨ber verschiedenen Hepatozytenformen gefunden werden.
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2. Charakterisierung des
Arzneistoff-Metabolismus von
NeoHepatozyten im Vergleich zu
Makrophagen und Hepatozyten
2.1. Einleitung
Seit 1999 berichten diverse Vero¨ffentlichungen u¨ber die Erzeugung von Hepatozyten
aus verschiedenen extrahepatischen Stammzellen und Vorla¨uferzellen (zusammen-
gefasst von Hengstler et al. 2005). Ein Beispiel sind aus humanen peripheren
Blutmonozyten gewonnene NeoHepatozyten (Ruhnke et al. 2005a und 2005b).
Durch die Detektion von mRNA mittels Reverse Transkriptase-PCR oder der Ex-
pression mittels Antiko¨rper-vermittelten Reaktionen lassen sich zwar Aussagen u¨ber
das Vorhandensein von Enzymen und Proteinen treffen, aber keine Aussagen u¨ber
deren Funktionalita¨t. Deswegen sind Untersuchungen zur Aktivita¨t der Enzyme,
der aus Stammzellen bzw. Vorla¨uferzellen generierten Hepatozyten, unerla¨sslich.
Zum einen um die Relevanz der Aktivita¨t zu beurteilen und zum anderen um
die Aktivita¨ten mit denen von prima¨ren Hepatozyten und denen der jeweiligen
Ausgangszellen zu vergleichen.
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2.1.1. NeoHepatozyten
NeoHepatozyten werden aus humanen peripheren Blutmonozyten gewonnen, da
diese Monozyten in großen Mengen verfu¨gbar sind, bestimmte Marker aufweisen
und die Handhabung einfach ist. Gewebe-spezifische Stammzellen, die nur ein
restriktives Differenzierungspotential besitzen, und pluripotente Stammzellen sind
schwer verfu¨gbar, arm an Markern und schwierig in Kultur zu vermehren (Ruhnke
et al. 2005a). Ha¨matopoetische Stammzellen verfu¨gen u¨ber die Eigenschaft der
Selbsterneuerung und die Fa¨higkeit sich in alle Zellen der ha¨matopoetischen Linie
zu entwickeln. Diese Vorla¨uferzellen ko¨nnen sich zu Granulozyten und Monozyten
entwickeln. Monozyten ko¨nnen weiter zu Makrophagen, dendritischen Zellen und
Osteoklasten differenzieren (Gordon und Taylor 2005).
Der Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor (M-CSF) fo¨rdert die Proliferation
und Differenzierung von Monozyten (Gordon und Taylor 2005). Interleukin-3
(IL-3) beeinflusst die Differenzierung von Monozyten und die Selbsterneuerung von
pluripotenten Stammzellen positiv (Mangi und Newland 1999). Wegen vermuteter
synergistischer Effekte werden M-CSF und IL-3 zur Bildung von sogenannten
programmierbaren Zellen monozyta¨ren Ursprungs (PCMO, programmable cells of
monocytic origin) kombiniert (Ruhnke et al. 2005a). Dabei kommt es zur A¨nderung
der Morphologie, Fortsetzung der Zellteilung sowie verminderten Bildung von
Faktoren, die zur endgu¨ltigen Differenzierung fu¨hren und typische Marker der
ha¨matopoetischen Linie darstellen, so dass eine Dedifferenzierung vermutet wurde.
Dedifferenzierung ist ein vielschrittiger Prozess, wa¨hrendessen es zum Verlust von
Zelltyp-spezifischen Eigenschaften und zur Freisetzung von Silencing Genen kommt.
Die als programmierbare Zellen monozyta¨ren Ursprungs (PCMO) bezeichneten
Zellen weisen weiterhin typische Monozyten-Marker auf, in geringem Ausmaß aber
auch Marker von ha¨matopoetischen Stammzellen. Durch induktive Reize ko¨nnen
sich PCMO zu anderen Zelltypen entwickeln (Ruhnke et al. 2005a).
Die Differenzierung von PCMO zu NeoHepatozyten erfolgt durch den Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-4 (FGF-4) (Ruhnke et al. 2005a). Durch FGF-4 ko¨nnen multi-
potente adulte Vorla¨uferzellen aus dem Knochenmark zu Hepatozyten-a¨hnlichen
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Zellen differenzieren (Schwartz et al. 2002).
NeoHepatozyten weisen eine Morphologie, serologische Marker und metabolische
Funktionen wie humane Hepatozyten in vitro auf. Allerdings exprimieren Neo-
Hepatozyten neben Hepatozyten-Markern auch Monozyten-Marker und typische
Marker fu¨r ha¨matopoetische Stammzellen (Ruhnke et al. 2005a).
NeoHepatozyten sind gro¨ßer als humane Hepatozyten. Wie die Expression von
Connexin 32 zeigt, bilden sie Zellkontakte aus. Zusa¨tzlich werden die Epithelmarker
Cytokeratin 18 und Pan-Actin exprimiert (Ruhnke et al. 2005b). Die Expression
von typischen hepatischen Proteinen wie α-Fetoprotein, welches als Markerprotein
zur Diagnose von Leberkarzinomen dient, Gerinnungsfaktor II (Prothrombin) und
VII (Proconvertin) kann in NeoHepatozyten festgestellt werden (Ruhnke et al.
2005a und 2005b). Nach Transplantation von NeoHepatozyten in immundefizienten
Ma¨usen ist humanes Albumin detektierbar (Ruhnke et al. 2005a). Die Bildung
und Freisetzung von Albumin, Harnstoff, Glucose, Lactatdehydrogenase und
Aspartat-Aminotransferase durch NeoHepatozyten erfolgt in geringem Ausmaß
als durch humanen Hepatozyten (Ruhnke et al. 2005b). Als typische Fa¨higkeiten
von Hepatozyten sind normalerweise die Synthese von Albumin, Harnstoff und
Gerinnungsfaktoren charakterisiert.
Zum Einsatz in in vitro-Studien zur Bestimmung des Arzneistoffmetabolismus und
der Toxizita¨t ist der Phase I- und Phase II-Metabolismus von besonderem Interesse.
NeoHepatozyten fu¨hren im Rahmen von Phase I-Reaktionen 7-Ethoxycumarin-
O-Desethylierung und Testosteron-6β-Hydroxylierung durch (Ruhnke et al. 2005a
und 2005b). Daneben kann die Expression von CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 und
CYP3A4 festgestellt werden (Ruhnke et al. 2005b).
Die 7-Ethoxycumarin-O-Desethylierung kann durch eine Vielzahl von Cytochrom
P450-Isoenzymen (CYP), wie CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2E1 und CYP3A3-5, vermittelt werden (Bayliss et al. 1994). Durch Induktion
mit 3-Methylcholanthren la¨sst sich diese Phase I-Aktivita¨t von NeoHepatozyten
steigern. Das Ausmaß der Induktion durch 3-Methylcholanthren und die Grundak-
tivita¨ten der 7-Ethoxycumarin-O-Desethylierung von humanen Hepatozyten und
NeoHepatozyten liegen im a¨hnlichen Bereich (Ruhnke et al. 2005b).
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Die CYP3A4-vermittelte Metabolisierung von Testosteron zu 6β-
Hydroxytestosteron findet zwar in NeoHepatozyten statt, allerdings in einem
deutlich geringeren Umfang als in humanen Hepatozyten. Auch die Steigerung der
Testosteron-6β-Hydroxylierungsaktivita¨t der NeoHepatozyten nach Induktion mit
Rifampicin um den Faktor 1,5 ist deutlich geringer als in humanen Hepatozyten
(Faktor 8) (Ruhnke et al. 2005b).
Die am ha¨ufigsten ablaufende Phase II-Reaktion in Hepatozyten ist die Glucu-
ronidierung. NeoHepatozyten sind dazu ebenfalls in der Lage, wie Ruhnke et
al. (2005a und 2005b) anhand der Glucuronidierung von 4-Methylumbelliferon
(7-Methoxy-4-methylcumarin) zeigen.
2.1.2. Monozyten und Makrophagen
Ha¨matopoetische Stammzellen im Knochenmark differenzieren u¨ber
Granulozyten/Monozyten-Kolonie-formende Einheiten zu Monozyten-Kolonie-
formenden Einheiten. U¨ber weitere Zwischenstufen entstehen aus Monozyten-
Kolonie-formenden Einheiten im Knochenmark Monozyten. Diese werden in das
periphere Blut freigesetzt, wo sie u¨ber mehrere Tage zirkulieren, bevor sie in
verschiedene Gewebe einwandern und dort zu residierenden Makrophagen differen-
zieren ko¨nnen (Gordon und Taylor 2005).
Monozyten sind eine sehr heterogene Zellpopulation, die sich in Gro¨ße, Zellkernmor-
phologie, Granularita¨t, Expression von Antigenen und physiologischen Aktivita¨ten
stark unterscheiden kann, so dass eine Abgrenzung zu anderen Zelltypen, wie
Granulozyten, Lymphozyten und natu¨rlichen Killerzellen, teilweise schwierig ist.
Deswegen werden Monozyten u¨ber die Expression von CD16, CD64 und CD206
identifiziert. Charakterische Eigenschaften von Monozyten sind der geringe Sauer-
stoffverbrauch, die geringe Proteinsynthese und eine moderate Zytokin-Produktion
(Martinez et al. 2006).
Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wird durch den Makrophagen-
Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF) gesteuert. Dabei kommt es zur einer
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bedeutenden Vera¨nderung der Aktivita¨t des zellula¨ren Metabolismus. Die Vera¨n-
derungen wa¨hrend der Differenzierung sind von den Ausgangsmonozyten und den
einwirkenden proinflammatorischen, metabolischen oder immunogenen Reizen ab-
ha¨ngig und ko¨nnen zu unterschiedlichen Makrophagen-Subtypen und dendritischen
Zellen fu¨hren (Gordon und Taylor 2005, Martinez et al. 2006).
Monozyten ko¨nnen in verschiedene Gewebe einwandern und sich zu Gewebema-
krophagen entwickeln. Dort spielen sie eine umfassende Rolle in der Erhaltung
des Gewebegleichgewichts, in dem sie alternde Zellen entfernen und das Gewebe
nach entzu¨ndlichen Prozessen reparieren und erneuern. Weitere Aufgaben sind
die Phagozytose von Mikroorganismen, Viren und Fremdstoffpartikeln sowie die
Antigen-Pra¨sentation. Normalerweise erfolgt die Erneuerung der Gewebemakropha-
gen aus im Blut zirkulierenden Monozyten. Ob es jeweilige Vorla¨ufermonozyten gibt
oder ob Gewebemakrophagen aus zufa¨llig zirkulierenden Monozyten differenzieren,
ist noch unklar (Gordon und Taylor 2005). Viele Makrophagen-Populationen
ko¨nnen im jeweiligen Gewebe proliferieren. Dies ist eine ungewo¨hnliche Fa¨higkeit,
denn ausdifferenzierte Zellen sind im Allgemeinen dazu nicht in der Lage.
Je nach Gewebe sind besondere Eigenschaften erforderlich, daher existiert eine
Vielzahl von Makrophagen-Subpopulationen. Eine vereinfachte U¨bersicht ist in
Tabelle 2.1 zusammengestellt.
Monozyten und Makrophagen geho¨ren zur unspezifischen Immunantwort. Durch
Gewebescha¨digung oder Infektionen werden im Gewebe ansa¨ssige Makrophagen
aktiviert, wodurch die Produktion von Zytokinen, Chemokinen und anderen
Entzu¨ndungsmediatoren ansteigt und die Rekrutierung von Monozyten beginnt.
Aktivatoren sind Interferon-γ (IFN-γ) und mikrobielle Auslo¨ser wie Lipopolysac-
charide (LPS), aber auch Zytokine wie Tumornekrosefaktor und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor.
Klassisch aktivierte Makrophagen, auch als M1-Zellen bezeichnet, werden durch
IFN-γ und LPS aktiviert. Sie produzieren in gro¨ßeren Mengen Effektor-Moleku¨le,
wie reaktive Sauerstoffspezies sowie NO u¨ber die induzierbare NO-Synthase,
und inflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1β, Tumornekrosefaktor und
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Makrophagen-Subpopulation Lokalisation
Osteoklasten Knochen
Alveolarmakrophagen Lunge
Thymusmakrophagen Lymphknoten
Milzmakrophagen Milz
Darmmakrophagen Darm
Kupffer-Sternzellen Leber
Langerhans-Zellen Haut
Dendritische Zellen Blut, Schleimha¨ute, Lymphe
Mikrogliazellen, Gewebe des
perivaskula¨re und zentralen Nervensystems
meningeale Makrophagen
Monozyta¨re entzu¨ndetes Gewebe
inflammatorische
Makrophagen
Tabelle 2.1.: Makrophagen-Populationen und deren Lokalisation (nach Gordon und Taylor
2005).
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Interleukin-6. Klassisch aktivierte Makrophagen aktivieren T-Helferzellen, die
weitere Makrophagen aktivieren, in diesen Zellen die Fusion von Vesikeln mit
Lysosomen auslo¨sen und so der Verdau von phagozytierten Erregern initiiert
wird. Als M2-Zellen bezeichnete Makrophagen differenzieren durch im Blut
zirkulierenden M-CSF aus Monozyten und stellen so die Standardversion von
Makrophagen dar. Je nach Art der Aktivierung ko¨nnen Makrophagen sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Mediatoren, wie Arachidonsa¨ure-Derivate und
Phosphosphingolipide, u¨ber verschiedene Enzyme synthesieren, wie z. B. u¨ber
Cyclooxygenasen 1 und 2 (Martinez et al. 2006).
Der Metabolismus von Arachidonsa¨ure, die Cholesterol-Homo¨ostase, die
Gallensa¨ure-Biosynthese und die Vitamin D3-Bioaktivierung stellen die phy-
siologische Funktion der CYP-Expression in Makrophagen dar (Abraham et al.
1991, Gottfried et al. 2006). Monozyten und Makrophagen metabolisieren im
Rahmen von entzu¨ndlichen Prozessen Steroide, wie z. B. Testosteron. Monozyten
bilden inaktive Androgen-Derivate, wohingegen Makrophagen anti-inflammatorisch
wirkende Androgene synthetisieren ko¨nnen (Schmidt et al. 2006).
Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen beeinflusst die CYP-Expression
(Baron et al. 1998, Gottfried et al. 2006, Schmidt et al. 2006). Oft zeigen auch
verschiedene Makrophagen-Subpopulationen, wie z. B. Alveolarmakrophagen und
monozyta¨re Makrophagen, unterschiedliche CYP-Expressionsmuster. Bei ver-
meintlich gleichen Makrophagen-Subpopulationen kommen andere Arbeitsgruppen
teilweise zu verschiedenen Ergebnissen. Im Unterschied zu den in der Tabelle 2.2
aufgefu¨hrten aus Monozyten gewonnenen Makrophagen wurde in Alveolarmakro-
phagen die Expression von CYP1B1, CYP2B6/7, CYP2C8-19, CYP2E1, CYP2F1,
CYP3A5 und CYP4B1 festgestellt, nicht aber von CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6,
CYP3A4 und CYP3A7 (Hukkanen et al. 1997, Piipari et al. 2000).
Periphere Blutmonozyten zeigen eine CYP1A1- und CYP2E1-Aktivita¨t (Peterson
1987, Baron et al. 1998). Makrophagen metabolisieren CYP-vermittelt Ethanol
(Wickramasinghe 1986). Sowohl der CYP1A1-Metabolismus als auch die CYP1A1-
Expression in Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten kann induziert werden
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(Baron et al. 1998, Borodin et al. 2005, Vanden Heuvel et al. 1993, Lang et al. 1996).
Krovat et al. 2000 und Nakamura et al. 1998 konnten hingegen keine Induktion
detektieren.
Monozyten und Leukozyten weisen keine CYP3A-Aktivita¨t auf (Baron et al. 1998,
Janardan et al. 1996). Bei systemischer Gabe von Rifampicin weisen anschließend
isolierte mononuklea¨re Zellen aus peripherem Blut (PBMC, peripheral blood mono-
nuclear cells) eine erho¨hte Menge an CYP3A4 mRNA auf (Gashaw et al. 2003). In
Lymphozyten zeigt sich keine CYP3A-Induktion (Krovat et al. 2000).
Alveolarmakrophagen weisen eine UGT1A-vermittelte Aktivita¨t auf (Yamashiki et
al. 2002). In monozyta¨ren Makrophagen la¨sst sich die Expression von UGT1A9
u¨ber die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) α und γ induzieren
(Barbier et al. 2003).
In manchen Fa¨llen wurde die CYP-Expression in PBMC untersucht, um zu
u¨berpru¨fen, ob sich u¨ber die Expression in PBMC Ru¨ckschlu¨sse auf die Expression
und Aktivita¨t in der Leber ziehen lassen. Fu¨r CYP3A4/5 steht die Expression
in der Leber in keiner Relation zu der Expression in PBMC (Janardan et al.
1996, Gashaw et al. 2003). In PBMC von extensiven Debrisoquin-Metabolisiern ist
die CYP2D6-Expression im Vergleich erho¨ht, so dass eine Korrelation aufgezeigt
werden kann (Carcillo et al. 1996).
Die Myelotoxizita¨t und Leuka¨mogenese mancher Xenobiotika ko¨nnte durch den
CYP-Metabolismus in Knochenmarksmakrophagen erkla¨rt werden. Diese Toxizita¨t
wird durch hoch reaktive und kurzlebige Metabolite verursacht. Wa¨hrend der
Blutzirkulation wu¨rden die in den Hepatozyten hoch reaktiven Metabolite schon an
anderen Orten reagieren, so dass der Metabolismus im Knochenmark stattfinden
muss (Hodges et al. 2000).
Da verschiedene Makrophagen-Subpopulationen unterschiedliche CYP-
Expressionmuster aufweisen, ko¨nnten durch verschiedene Kulturbedingungen
aus programmierbaren Zellen monozyta¨ren Ursprungs (PCMO) mo¨glicherweise
Makrophagen-Subpopulationen mit erho¨hter CYP-Expression differenzieren.
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CYP-Isoenzym Monozyten monozyta¨re Literatur
Makrophagen
CYP1A1 + Baron et al. 1998
+ + Borodin et al. 2005
+ Hodges et al. 2000
CYP1A2 − Baron et al. 1998
+ + Borodin et al. 2005
CYP1B1 + + Baron et al. 1998
CYP2A6/7 + Hodges et al. 2000
CYP2B6/7 + + Baron et al. 1998
CYP2D6 + Hodges et al. 2000
CYP2E1 + +1 Baron et al. 1998
+ Hodges et al. 2000
+ Hutson und Wickramasinghe 1999
CYP2J2 + + Nakayama et al. 2008
CYP3A4 −2 − Baron et al. 1998
+ Hodges et al. 2000
CYP3A7 − Baron et al. 1998
CYP4B1 − Baron et al. 1998
Tabelle 2.2.: Expression von Cytochrom P450-Isoenzymen in Monozyten und Makrophagen.
1: Nur in proinflammatorischen Makrophagen detektierbar.
2: Nur nach Induktion mit Ciclosporin A, Phenobarbital, Benzanthracen oder Ethanol
detektierbar.
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Neben Lipopolysacchariden wird auch Phorbolmyristatacetat (PMA) zur Aktivie-
rung von Makrophagen eingesetzt (Hassan et al. 1988, Garle et al. 2000, Breimo und
Osterud 2005, Nakayama et al. 2008). Die Aktivierung mit Phorbolmyristatacetat
fu¨hrt zur gesteigerten Bildung von Peroxiden, wie O2
− und H2O2, und erho¨ht so
die Fa¨higkeit der Zellen zur Oxidation (Hassan et al. 1988, Garle et al. 2000).
Nakayama et al. (2008) zeigten, dass Phorbolmyristatacetat zur versta¨rkten Bildung
von CYP2J2 mRNA in Makrophagen fu¨hrt. CYP2J2 ist am Arachidonsa¨uremeta-
bolismus beteiligt.
Als katalytisches Zentrum besitzen CYP-Enzyme ein Ha¨m-Moleku¨l. Damit der Man-
gel an Ha¨m nicht zum limitierenden Faktor der CYP-Bildung wird, wird z. B. bei der
Expression von CYP-Isoenzymen in Escherichia coli δ-Aminola¨vulinsa¨ure (ALA)
hinzugesetzt (Akhtar et al. 2003, Harnastai et al. 2006). Die δ-Aminola¨vulinsa¨ure-
Synthase katalysiert die Synthese von δ-Aminola¨vulinsa¨ure aus Glycin und
Succinyl-CoA und stellt damit den ersten und Konzentrations-bestimmenden
Schritt der Ha¨m-Biosynthese dar (Cable et al. 2000, Ajioka et al. 2006). Durch
den Zusatz von exogener δ-Aminola¨vulinsa¨ure wird dieser Schritt umgangen und
Ha¨m im U¨berschuß gebildet. Doss et al. (1985) stimulierten durch den Zusatz
von δ-Aminola¨vulinsa¨ure zum Kulturmedium die Porphyrin-Synthese. Allerdings
sankt das Ausmaß der Umwandlung in Protoporphyrin mit steigender Menge von
exogener δ-Aminola¨vulinsa¨ure. Der Zusatz von 100 µM δ-Aminola¨vulinsa¨ure zum
Kulturmedium steigert den Ha¨m-Gehalt in Hepatozyten (Guzelian und Bissell
1976, Weiss et al. 2003). Die Menge an funktionellen CYP nimmt durch exogene
δ-Aminola¨vulinsa¨ure zu, jedoch bleibt die Cytochrom b5-Menge unvera¨ndert
(Guzelian und Bissell 1976).
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2.1.3. Arzneistoff-Metabolismus
Als Ersatz fu¨r humanen Hepatozyten zur Untersuchung des Metabolimus von neuen
Arzneistoffkandidaten oder fu¨r andere Metabolismusstudien sollten die aus Stamm-
und Vorla¨uferzellen gewonnenen Hepatozyten mindestens die in Tabelle 2.3 aufge-
listeten Anforderungen erfu¨llen.
Fa¨higkeiten Beispiele fu¨r Substrate
und Enzyme und Induktoren
Biochemische Albumin-Synthese
Eigenschaften Harnstoff-Synthese
Fibrinogen-Synthese
Phase I-Enzyme CYP1A1/2 Coffein
CYP2A6 Cumarin
CYP2B6 Bupropion
CYP2C9 Diclofenac
CYP2C19 S -Mephenytoin
CYP2D6 Dextromethorphan
CYP3A4 und CYP2C9 Verapamil
Enzyminduktion CYP1A1/2 3-Methylcholanthren
CYP2B und CYP2C Phenobarbital
CYP3A4 Rifampicin
Phase II-Enzyme UDP-Glucuronosyl- 4-Methylumbelliferon
transferase (UGT) und Dextromethorphan
Glutathion-S - 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen
Transferase (GST) und Dextromethorphan
Sulfotransferase (SULT) 2-Naphthol und p-Nitrophenol
Tabelle 2.3.: Kriterien zur Charakterisierung von aus Stamm- und Vorla¨uferzellen gewonne-
nen Hepatozyten (Hengstler et al. 2005).
Statt der aufgefu¨hrten Substrate ko¨nnen auch andere Markersubstrate fu¨r die Untersu-
chung des Enzym-vermittelten Metabolismus verwendet werden.
43
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
2.1.3.1. Cytochrom P450-Metabolismus
Abbildung 2.1.: Relative Verteilung spezifischer Cytochrom P450-Isoenzymaktivita¨ten in hu-
manen Hepatozyten (Donato et al. 1999, Gomez-Lechon et al. 2004).
Zur Untersuchung des Phase I-Metabolismus durch CYP-Isoenzyme von Neo-
Hepatozyten wurden die Aktivita¨ten von vier Isoenzymen sowie der CYP-abha¨ngige
regioselektive Testosteron-Metabolismus verwendet. Es wurden die Aktivita¨ten
von CYP3A4, CYP2E1 und CYP2C9 untersucht, weil diese CYP-Isoenzyme an
der Gesamtaktivita¨t den gro¨ßten Anteil haben (Abbildung 2.1). Zudem war die
CYP1A1/2-Aktivita¨t von Interesse, da u¨ber dieses Enzym Procarcinogene und
Promutagene aktiviert werden.
Aufgrund der ho¨heren Empfindlichkeit, schnelleren Analytik und der gleichzeitigen
Vermessung einer großen Anzahl an Proben wurden Substrate der einzelnen
Isoenzyme verwendet, die zu fluoreszierenden Metaboliten umgesetzt werden. Die
Umsetzung von Substraten zu fluoreszierenden Verbindungen steht oft in guter
Korrelation zu den konventionellen Reaktionen, die durch HPLC mit UV-Detektion
vermessen werden (Bapiro et al. 2001, Ghosal et al. 2003, Donato et al. 2004). An
diesen zu fluoreszierenden Metaboliten umsetzbaren Substraten ist die forschende
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pharmazeutische Industrie sehr interessiert, da sich so im High throughput-Screening
sehr viele potentielle neue Arzneistoffkandidaten fru¨hzeitig und in kurzer Zeit hin-
sichtlich ihres Wechselwirkungpotentials untersuchen lassen (Bapiro et al. 2001,
Cohen et al. 2003). Allerdings ist der Metabolismus der Fluoreszenz-Substrate
ha¨ufig nicht eindeutig einem einzelnen Isoenzym zuzuordnen und oft sind die
Reaktionen auf Inhibitoren anders, als es bei den herko¨mmlichen Substraten der
Fall ist (Stresser et al. 2002, Cohen et al. 2003). Um allgemeine Aussagen zum
Metabolismus treffen zu ko¨nnen, ob z. B. ein aktives Isoenzym vorhanden ist, eignen
sich die fluoreszierenden Substrate. Trubetskoy et al. (2005a) z. B. untersuchten
so die CYP3A4-Induktion und -Inhibition der DPX-2 Zelllinie, einem Abko¨mmling
der HepG2-Zellen.
Abbildung 2.2.: 0 -Desethylierung des Ethoxyresorufins zu Resorufin durch Cytochrom P450-
Isoenzyme 1A1 und 1A2 (Burke und Mayer 1974, Weaver et al. 1994).
Die Ethoxyresorufin-O-Desethylierung (EROD) eignet sich fu¨r die Aktivita¨ts-
bestimmung von CYP1A1 und CYP1A2 (Burke und Mayer 1974, Burke et al.
1994, Weaver et al. 1994) und wird ha¨ufig als Markerreaktion dieser Isoenzyme
verwendet (Donato et al. 1999, Hengstler et al. 2000, Lu und Li 2001, Gebhardt
et al. 2003, Hewitt et al. 2007a). Hierbei wird Ethoxyresorufin durch oxidative
O-Desethylierung zu fluoreszierendem Resorufin und Ethanol umgesetzt (Abbil-
dung 2.2). Ethoxyresorufin ist eine Testsubstanz ohne pharmakologische Bedeutung.
Die Freisetzung von Resorufin aus Octyl-O-methoxyresorufin (OOMR) durch
enzymatische O-Desoctylierung und anschließende enzymatische O-Demethylierung
kann als Markerreaktion zur Bestimmung der CYP2C9-Aktivita¨t verwendet werden
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Abbildung 2.3.: Metabolismus des Octyl-O-methoxyresorufin zu Resorufin durch das Cyto-
chrom P450-Isoenzym 2C9 (Vivid CYP450 Screening Kit Protocol).
(Abbildung 2.3).
Octyl-O-methoxyresorufin (Vivid CYP2C9 red) kann als CYP2C9-Substrat
verwendet werden, um unter anderem Inhibitionseffekte zu untersuchen. Der
CYP2C9-vermittelte Metabolismus und der Einfluß von Inhibitoren ist stark
Substrat-abha¨ngig (Marks et al. 2004, Hummel et al. 2006).
Abbildung 2.4.: 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin-O-demethylierung durch das Cyto-
chrom P450-Isoenzym 2E1 (Ghosal et al. 2003).
Die CYP2E1-Aktivita¨t kann u¨ber die O-Demethylierung von 7-Methoxy-
4-trifluoromethylcumarin (MFC) zu fluoreszierendem 7-Hydroxy-4-
trifluoromethylcumarin (HFC) bestimmt werden (Abbildung 2.4). 7-Methoxy-
4-trifluoromethylcumarin wird in geringerem Ausmaß durch CYP2C9 und CYP2B6
metabolisiert (Ghosal et al. 2003, Donato et al. 2004). Deswegen findet 7-Methoxy-4-
trifluoromethylcumarin auch zur Bestimmung der CYP2C9-Aktivita¨t Verwendung
(Cohen et al. 2003, Hummel et al. 2006). Der Trifluoromethyl-Substituent in
Position 4 verhindert weitere Phase I-Reaktionen.
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Abbildung 2.5.: Metabolismus des Dibenzyl-O-methoxyfluorescein zu Fluorescein durch die
Cytochrom P450 Isoenzyme 3A4 und 3A5 (Vivid CYP450 Screening Kit
Protocol).
Zur Bestimmung der CYP3A-Aktivita¨t kann als Markerreaktion die enzymatische
Freisetzung von Fluorescein aus Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (DBOMF) verwen-
det werden (Abbildung 2.5).
Die Hemmung des Metabolismus von Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (Vivid
CYP3A4 green) durch Ketoconazol korreliert sehr gut mit den Ergebnissen
aus Hemmstudien mit konventionellen Substraten (Trubetskoy et al. 2005b).
O-Debenzylierungen werden oft durch CYP3A4 vermittelt, so dass diese Reaktion
verwendet wird, um Substrate mit fluoreszierenden Metaboliten fu¨r CYP3A4 zu
entwickeln (Stresser et al. 2000).
Durch den Einsatz bekannter spezifischer Inhibitoren kann u¨berpru¨ft werden,
welches CYP-Isoenzym am Metabolismus einer Substanz beteiligt ist (Eagling et
al. 1998, Donato et al. 2004, Cohen et al. 2003, Ghosal et al. 2003).
Ketoconazol ist ein selektiver und kompetitiver CYP3A4-Inhibitor (Maurice et al.
1992, Baldwin et al. 1995, Eagling et al. 1998) und wird ha¨ufig zur Untersuchung
das CYP3A4-Metabolismus eingesetzt (Donato et al. 2004, Stresser et al. 2002,
Gomez-Lechon et al. 2004). Zwar hemmt das Antimykotikum Ketoconazol aufgrund
der Imidazolstruktur auch andere CYP-Isoenzyme, allerdings erst in deutlich
ho¨heren Konzentrationen.
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Zur Untersuchung, ob eine Substanz generell u¨ber CYP-Isoenzyme metabolisiert
wird, kann Metyrapon verwendet werden (Kahl et al. 1978, Clement und Kunze
1990, Rankin et al. 2008). Metyrapon hemmt nicht-selektiv alle Cytochrom P450-
Isoenzyme. Der Stickstoff des Pyridin-Ring geht eine koordinative Bindung mit dem
Eisen als Zentralatom im Ha¨m ein und die Carbonylfunktion des Metyrapons bildet
eine Wasserstoffbru¨ckenbindung zur Hydroxylgruppe der Aminosa¨ure Serin des
Enzyms aus, dadurch entsteht ein dynamisch stabiler Enzym-Inhibitor-Komplex
(Park et al. 2005).
Die im Phase I-Metabolismus entstandenen Metabolite ko¨nnen im Phase II-
Metabolismus z. B. an Glucuronsa¨ure gekoppelt werden. Durch diese Kopplung
verlieren die Metabolite ihre Fluoreszenz und werden mit Fluoreszenzspektroskopie
nicht mehr erfasst. Diese Phase II-Metabolisierung kann durch Salicylamid verhin-
dert werden (Lu und Li 2001).
Eine weitere Mo¨glichkeit die gesamte Metabolitenmenge zu bestimmen, ist der
Zusatz von β-Glucuronidase und Sulfatase. Die β-Glucuronidase spaltet die im
Phase II-Metabolismus entstandenen β-Glucuronide und die Sulfatase die ent-
standenen Sulfate. Auf diese Weise lassen sich Phase II-Metabolite getrennt von
Phase I-Metaboliten erfassen, so dass eine Aussage u¨ber die Phase II-Aktivita¨t der
untersuchten Zellen gemacht werden kann.
2.1.3.2. Induktion des Cytochrom P450-Metabolismus
In der Empfindlichkeit gegenu¨ber Induktoren bestehen Speziesunterschiede, deswe-
gen sind humane Hepatozyten besonders zur Untersuchung des Induktionspotential
von neuen Arzneistoffkandidaten geeignet (Smith 2000). Die als Ersatz fu¨r humane
Hepatozyten verwendeten aus Stamm- und Vorla¨uferzellen gewonnenen Hepato-
zyten sollten darum neben CYP-Aktivita¨ten ebenfalls induzierbare CYP-Isoenzyme
aufweisen, und das Ansprechen auf die Induktoren sollte dem von humanen
Hepatozyten entsprechen.
Zur Untersuchung des Induktionspotentials von neuen Arzneistoffen wird der
Einfluss auf die Aktivita¨t von CYP3A4 und CYP1A2 gemessen. Werden diese
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beiden Isoenzyme nicht durch den neuen Arzneistoff induziert, sind in vivo-Studien
hinsichtlich der Induktion weiterer CYP-Isoenzyme und Phase II-Enzyme nicht
erforderlich (FDA-Guidance for Industry: Drug interaction studies 2006). Diese
Vereinfachung ist mo¨glich, da CYP3A4 ebenfalls durch Liganden des konstitutiven
Androstan-Rezeptor und Phase II-Enzyme u¨ber Pregnan-X-Rezeptor-Liganden
coinduziert werden und somit sich diese Effekte bei CYP3A4-Aktivita¨tsbestimmung
a¨ußern (Hewitt et al. 2007b). Das Induktionspotential hinsichtlich dieser beiden
CYP-Isoenzyme ist von Bedeutung, da viele Arzneistoffe u¨ber CYP3A4 verstoff-
wechselt werden und es zu den verbreitesten Isoenzymen in der Leber geho¨rt.
CYP1A2 dagegen macht nur einen kleinen Anteil an den Isoenzymen aus, da es
aber an der Aktivierung von Procarcinogenen und Promutagenen beteiligt ist, ist
eine Induktion unerwu¨nscht (Hewitt et al. 2007b).
Als Induktoren wurden die von Hengstler et al. (2005) (Tabelle 2.3) genannten
Substanzen verwendet. Diese kommen auch in pra¨klinischen Studien als Kontroll-
induktoren zum Einsatz (Hewitt et al. 2007b, FDA-Guidance for Industry: Drug
interaction studies 2006).
3-Methylcholanthren induziert CYP1A-Isoenzyme u¨ber den Arylhydrocarbon-
Rezeptor (AhR) und steigert so die Ethoxyresorufin-O-Desethylierungsaktivita¨t
(Burke und Mayer 1974). Rifampicin induziert u¨ber den Pregnan-X-Rezeptor (PXR)
die CYP3A4-Expression. Phenobarbital kann u¨ber den konstitutiven Androstan-
Rezeptors (CAR) die Expression von CYP2C-Isoenzymen steigern, aber auch u¨ber
Cross talk CYP3A4 induzieren. Die Grundexpression und somit eine Grundakti-
vita¨t von CYP-Isoenzymen ist hingegen u¨ber die transkriptionale Ebene kontrolliert.
2.1.3.3. Testosteron-Metabolismus
Testosteron wird durch verschiedene Enzyme regioselektiv metabolisiert (Tabelle
2.4). Der regioselektive Testosteron-Metabolismus kann daher zur Charakterisierung
des Gesamtmetabolismus verwendet werden (Waxman et al. 1983, Wood et al.
1983, Donato et al. 1999 und 2006). Die Testosteron-6β-Hydroxylierung wird als
Markerreaktion fu¨r den CYP3A4-vermittelten Metabolismus verwendet (Abbildung
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Abbildung 2.6.: Testosteron-6β-Hydroxylierung durch Cytochrom P450-Isoenzym 3A4.
2.6) (Chauret et al. 1999, Hewitt et al. 2007b). Neben 6β-Hydroxytestosteron als
Hauptmetaboliten wird Testosteron von humanen und porcinen Hepatozyten zu
weiteren Metaboliten umgesetzt (Witkamp et al. 1995, Donato et al. 1999, de
Kanter et al. 2002).
Zur Inaktivierung wird Testosteron u¨ber CYP3A4 in humanen Hepatozyten und
u¨ber CYP3A29 in porcinen Hepatozyten zu 6β-Hydroxytestosteron metabolisiert
(Soucek et al. 2001). Die 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 (17β-HSD 2)
oxidiert hoch potentes Testosteron z. B. in der Leber zu weniger wirksamen An-
drostendion. In anderen Geweben kann Androstendion durch 17β-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen (17β-HSD 1 und 3) zu Testosteron reduziert werden (Vihko et al.
2004).
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Testosteron-Metabolit Enzym Literatur
2β-Hydroxytestosteron CYP3A4 Waxman et al. 1991
Yamazaki und Shimada 1997
CYP1A1 Hengstler et al. 2000
6β-Hydroxytestosteron CYP3A4 Waxman et al. 1991
Yamazaki und Shimada 1997
6α-Hydroxytestosteron
7α-Hydroxytestosteron
11α-Hydroxytestosteron
11β-Hydroxytestosteron CYP3A4 Choi et al. 2005
15α-Hydroxytestosteron
15β-Hydroxytestosteron CYP3A3/4 Waxman et al. 1991
CYP3A4 und CYP2C19 Yamazaki und Shimada 1997
16α-Hydroxytestosteron CYP2B? Donato et al. 1999
16β-Hydroxytestosteron CYP2C9 und CYP2C19 Yamazaki und Shimada 1997
CYP2B6 Ohmori et al. 1993
Androstendion CYP2C19 Yamazaki und Shimada 1997
17β-Hydroxysteroid- Farthing et al. 1981
Dehydrogenase
Tabelle 2.4.: Testosteron-Metabolite in humaner Leber mit den daran beteiligten Enzymen.
In anderen Spezien wird 16α-Hydroxytestosteron aus Testosteron u¨ber CYP2B-
Isoenzyme metabolisiert (Donato et al. 1999).
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2.2. Zielsetzung
NeoHepatozyten sollten hinsichtlich ihrer Eignung als Ersatz fu¨r humane Hepato-
zyten in pra¨klinischen in vitro-Studien von neuen Arzneistoffen untersucht werden.
Neben anderen qualitativen Untersuchungen, wie PCR oder Western Blot, erlaubt
die quantitative Aktivita¨tsbestimmung den direktesten Vergleich mit humanen
Hepatozyten. Deswegen sollte die metabolische Aktivita¨t genauer charakterisiert
werden. Wichtige Kriterien sind der Metabolismus u¨ber Cytochrom P450-Isoenzyme
sowie deren Induktion und Inhibition. Dazu sollten die Aktivita¨ten der Isoenzyme
CYP1A1/2, CYP2C9, CYP2E1 und CYP3A4 von NeoHepatozyten im Vergleich
zu humanen und porcinen Hepatozyten und zu klassisch aktivierten Makrophagen
vermessen werden. Prima¨re humane Hepatozyten stellten dabei den gewu¨nschten
Standard dar. Die zusa¨tzliche Untersuchung von besser verfu¨gbaren, prima¨ren
porcinen Hepatozyten ermo¨glicht gleichzeitig einen Vergleich mit humanen Hepato-
zyten. Um sicherzustellen, dass die gemessenen Cytochrom P450-Aktivita¨ten eine
Eigenschaft von NeoHepatozyten und nicht eine Eigenschaft von aus Monozyten
differenzierten Makrophagen ist, sollten klassisch aktivierte Makrophagen ebenfalls
untersucht werden.
Desweiteren sollte der Testosteron-Metabolismus untersucht werden, da Hepato-
zyten charakteristische Metabolitenmuster aufweisen und um zu besta¨tigen, dass
NeoHepatozyten Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron metabolisieren (Ruhnke et
al. 2005b).
Außerdem war von Interesse, ob NeoHepatozyten als Ersatz fu¨r humane Hepato-
zyten zur Untersuchung der Aktivierung und des Metabolismus N -hydroxylierter
Prodrugs geeignet sind. Hier zu sollte der Metabolismus von Benzamidoxim zu
Benzamidin untersucht werden. Schließlich sollte durch diese Studien ein geeignetes
Modell zur Untersuchung der Induktion des an der N -Reduktion beteiligten Enzyme
gefunden werden.
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2.3. Methoden
2.3.1. Isolierung und Kultivierung von Zellen monozyta¨ren
Ursprungs
2.3.1.1. Material und Gera¨te
Ficoll stammte von der Firma Biochrom, Berlin. RPMI 1640-Kulturmedium, hu-
manes AB Serum sowie PBS wurden von Cambrex, Karlskoga, Schweden, bezo-
gen. L-Glutamin, Penicillin und Streptomycin stammten von Invitrogen, Karls-
ruhe. Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF), Interferon-γ (IFN-γ)
und Interleukin-3 (IL-3) wurden u¨ber R&D-System, Wiesbaden, bezogen. Sigma-
Aldrich, Steinheim, war Lieferant von Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella en-
terica Serotyp minnesota, Fibroblasten-Wachstumsfaktor 4 (FGF-4), Rifampicin,
Phenobarbital-Natrium, Phorbolmyristatacetat und δ-Aminola¨vulinsa¨ure.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekulturgefa¨ßen Cell+ der Firma Sar-
stedt, Nu¨rmbrecht. Auch weitere, zur Zellkultur beno¨tigte Utensilien wurden von
der Firma Sarstedt bezogen.
2.3.1.2. Isolierung der Monozyten
Die Monozyten wurden aus peripheren mononuklea¨ren Blutzellen isoliert. Als Aus-
gangsmaterial dafu¨r dienten Bufficoats, die von der Blutbank des Universita¨tsklini-
kums Schleswig-Holstein bezogen wurden. Wa¨hrend der Aufbereitung von gespende-
tem Vollblut durch die Blutbank werden durch Zentrifugation drei Fraktionen erhal-
ten, wobei Erythrozyten die untere Schicht bilden, daru¨ber befinden sich Leukozyten
und Thrombozyten und zuoberst das zellfreie Blutplasma. Die Zwischenschicht, be-
stehend aus Leukozyten und Thrombozyten, wird als Bufficoat bezeichnet.
Um die Monozyten zu isolieren, wurde der Bufficoat zuna¨chst im Verha¨ltnis 1:1 mit
PBS verdu¨nnt. Mit dieser Bufficoat-Verdu¨nnung wurde vorsichtig 25 ml vorgeleg-
te Ficoll-Trennlo¨sung in 50 ml Sarstedt-Ro¨hrchen u¨berschichtet und zentrifugiert
(2000 U/min, 5 min, 20◦C). Anschließend wurde die weiße Interphase, die die mono-
nuklea¨ren Zellen entha¨lt, abgenommen und mehrmals gewaschen. Vor dem letzten
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Waschschritt wurden die Zellen im RPMI 1640 mit dem Zusatz von 0,5% huma-
nem AB Serum, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Strep-
tomycin resuspendiert, bevor sie in Kollagen-beschichteten Gewebekulturgefa¨ßen
ausgesa¨t wurden. Ob die Aussaat der Zellen in Gewebekulturflaschen oder 6-Loch-
Gewebekulturplatten erfolgte, richtete sich nach dem geplanten Versuch.
Nach 2-stu¨ndiger Inkubation im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer
Feuchte wurde das u¨berstehende RPMI-basierte Medium abgenommen und mit PBS
vorsichtig gewaschen, um tote und nicht adha¨rente Zellen zu entfernen. Anschließend
wurden die so erhaltenen Monozyten, wie in Kapitel 2.3.1.3 und 2.3.1.5 beschrieben,
im jeweiligen Kulturmedium weiter kultiviert.
2.3.1.3. Kultivierung von NeoHepatozyten
Fu¨r die Kultivierung von NeoHepatozyten wurden Monozyten als Ausgangszellen
verwendet (Kapitel 2.3.1.2). Die Kultivierung erfolgte nach Ruhnke et al. (2005a und
2005b). Die ersten sechs Tage ab der Isolation wurden die Monozyten in einem spezi-
ellen RPMI-basierten Medium, auch als Dedifferenzierungsmedium bezeichnet, kul-
tiviert. Eine Dedifferenzierung in programmierbare Zellen monozyta¨ren Ursprungs
(PCMO) sollte erfolgen. Die Zusammensetzung des Dedifferenzierungsmediums ist
in Tabelle 2.5 beschrieben. Daran schloss sich eine 10-ta¨gige Kultur im sogenannten
Differenzierungsmedium (Tabelle 2.6) an, in der die NeoHepatozyten entstanden. In
Dedifferenzierungs- und Differenzierungsphase wurde alle 2 Tage das Kulturmedium
gewechselt.
2.3.1.4. Kultivierung von Zellen monozyta¨ren Urprungs unter verschiedenen
Bedingungen
Als Ausgangszellen dienten Monozyten (Kapitel 2.3.1.2), die 6 Tage in Dedifferenzie-
rungsmedium (Tabelle 2.5) kultiviert wurden, wobei eine Dedifferenzierung in pro-
grammierbare Zellen monozyta¨ren Ursprungs (PCMO) erfolgen sollte. Die genauen
Kulturbedingungen sind in Kapitel 2.3.1.3 beschrieben. Daran schloss sich eine 48-
stu¨ndige Kultur in unterschiedlichen Kulturmedien mit verschiedenen Zusa¨tzen an.
Als Grundmedium ab dem 6. Tag diente fu¨r die eine Ha¨lfte der Zellen Williams
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Substanz Konzentration im Medium
humanes AB Serum 10%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 µg/ml
M-CSF 5 ng/ml
IL-3 0,4 ng/ml
β-Mercaptoethanol 90 µM
Tabelle 2.5.: Mediumzusa¨tze zum RPMI-basierten Dedifferenzierungsmedium ohne Phenol-
rot fu¨r die Kultivierung der programmierbaren Zellen monozyta¨ren Ursprungs
(PCMO).
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) und Interleukin-3 (IL-3) werden
dem Basismedium zur Kultur von PCMO zugesetzt.
Substanz Konzentration im Medium
fo¨tales Ka¨lberserum 10%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 µg/ml
FGF-4 3 ng/ml
Tabelle 2.6.: Mediumzusa¨tze zum RPMI-basierten Differenzierungsmedium ohne Phenolrot
fu¨r die Kultivierung der NeoHepatozyten.
Zur Kultivierung der NeoHepatozyten wird statt humanem AB Serum fo¨tales Ka¨lber-
serum (FCS) eingesetzt. Als weitere Substanz wird nur Fibroblasten-Wachstumsfaktor
4 (FGF-4) zugesetzt.
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Substanz Konzentration im Williams E Medium
humanes AB Serum 0,5%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 µg/ml
Glucagon 0,0014 µg/ml
Insulin 0,16 U/ml
Aminola¨vulinsa¨ure 100 µM
Tabelle 2.7.: Mediumzusa¨tze zum Williams E-basierten Medium ohne Phenolrot zur weiteren
Kultur von Zellen monozyta¨ren Ursprungs.
Der Ha¨lfte des Mediums wurde 100 nM Dexamethason zugesetzt.
E Medium, wie es zur Kultur von prima¨ren Hepatozyten verwendet wird, und fu¨r
die andere Ha¨lfte RPMI-Medium, wie es als Grundlage zur Kultur von NeoHepato-
zyten und klassisch aktivierten Makrophagen dient. Als Ausgangssubstanz zur Ha¨m-
Synthese wurde dem Williams E Medium δ-Aminola¨vulinsa¨ure zugesetzt. Die eine
Ha¨lfte der Zellen wurde im jeweiligen Medium mit 100 nM Dexamethason kultiviert,
die andere Ha¨lfte ohne Dexamethason-Zusatz. Ab dem 7. Tag wurden je vier Kultur-
ansa¨tze jedes Mediums fu¨r 48 Stunden mit den Zusa¨tzen 25 µM Rifampicin (RIF)
und 1,5 mM Phenobarbital (PB) als Cytochrom P450-Induktoren, 10 µg/ml Lipopo-
lysaccharid (LPS) wie zur Aktivierung von klassisch aktivierten Makrophagen und
10 µg/ml Phorbolmyristatacetat (PMA) ebenfalls zur Aktivierung von Makropha-
gen behandelt. Der vierte Kulturansatz wurde als Kontrolle ohne Zusa¨tze kultiviert
(Abbildung 2.7). Die Zusammensetzung des auf Williams E Medium-basierenden
Grundmediums ist in Tabelle 2.7 aufgefu¨hrt. Fu¨r das auf RPMI-basierende Grund-
medium sind die Zusa¨tze in Tabelle 2.8 zu finden. Das Kulturmedium wurde jeweils
nach 24 Stunden gewechselt.
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Substanz Konzentration im RPMI-Medium
humanes AB Serum 0,5%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 µg/ml
Tabelle 2.8.: Mediumzusa¨tze zum RPMI-basierten Medium ohne Phenolrot zur weiteren Kul-
tur von Zellen monozyta¨ren Ursprungs.
Der Ha¨lfte des Mediums wurde 100 nM Dexamethason zugesetzt.
Abbildung 2.7.: Kultivierung von Zellen monozyta¨ren Urprungs unter verschiedenen Bedin-
gungen.
Ab dem 7. Tag wurden fu¨r 48 Stunden den Kulturmedien entweder Rifampicin (RIF)
und Phenobarbital (PB), Lipopolysaccharid (LPS), Phorbolmyristatacetat (PMA)
oder keine weiteren Zusa¨tz als Kontrolle zugesetzt.
57
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
Substanz Konzentration im Medium
humanes AB Serum 0,5%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 µg/ml
M-CSF 5 ng/ml
Tabelle 2.9.: Mediumzusa¨tze zum RPMI-Medium ohne Phenolrot fu¨r die Kultivierung klas-
sisch aktivierter Makrophagen.
2.3.1.5. Kultivierung von klassisch aktivierten Makrophagen
Die Monozyten wurden, wie in Kapitel 2.3.1.2 beschrieben, isoliert und in einem
RPMI 1640-basierten Medium ohne Phenolrot kultiviert. Die Zusammensetzung des
Makrophagen-Kulturmediums ist in Tabelle 2.9 beschrieben. Das RPMI-basierte
Medium, in dem die mononuklea¨ren Zellen die ersten 120 Minuten kultiviert wurden,
ist bis auf den Zusatz von Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF)
wie das Makrophagen-Kulturmedium zusammengesetzt. Ein Mediumwechsel erfolgte
alle 48 Stunden.
Am fu¨nften Tag der Kultur wurden dem Medium 25 mg/ml Interferon-γ (IFN-γ) und
10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) zugesetzt, um die Makrophagen auf klassische
Weise zu aktivieren (Martinez et al. 2006). Die so erhaltenen klassisch aktivierten
Makrophagen wurden am sechsten Tag fu¨r die Versuche verwendet.
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2.3.2. Isolierung und Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
2.3.2.1. Material und Gera¨te
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei der Firma Merck,
Darmstadt, in ho¨chster verfu¨gbarer Reinheit erworben. HEPES Pufferan zur
Gewebezucht stammte von der Firma Carl Roth, Karlsruhe. Desoxyribonuklease I
aus bovinem Pankreas (DNase), Trypanblau, Prednisolon, Glucagon und Insulin
aus bovinem Pankreas wurden u¨ber Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Die Firma
Biochrom, Berlin, war der Lieferant der Kollagenase II, des William E Mediums,
als auch von L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin und fo¨talem Ka¨lberserum.
Der pH-Wert der Isolierungspuffer wurde mit dem pH-Messgera¨t inoLab pH level 1
und der pH-Elektrode SenTix 21, Wissenschaftlich-Technische Werksta¨tten, Weil-
heim, eingestellt. Die Glasgera¨te zur Perfusion der humanen und porcinen Lebern
wurden von der Firma Eydam, Kiel, hergestellt. Die isolierten Hepatozyten wurden
in Neubauer improved von LaborOptik, Friedrichsdorf, unter dem Mikroskop CK2
der Firma Olympus, Hamburg, geza¨hlt.
Die Aussaat der Zellen und der Kulturmediumwechsel erfolgte unter der steri-
len Werkbank LaminAir HB 2448 der Firma Heraeus, Osterode am Harz. Die
Hepatozyten wurden auf 6-Loch-Gewebekulturplatten Cell+ der Firma Sarstedt,
Nu¨rmbrecht, kultiviert. Von Sarstedt stammten auch weitere zur Zellkultur beno¨-
tigte Utensilien.
2.3.2.2. Herkunft des Lebergewebes
Humanes Lebergewebe wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Fred Fa¨ndrich,
Dr. Felix Braun und Dr. Thomas Birkner von der Klinik fu¨r Allgemeine Chirurgie
und Thoraxchirurgie des Universita¨tsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel zur
Verfu¨gung gestellt. Das Lebergewebe stammte von Patienten, Ma¨nnern und Frauen,
im Alter zwischen 11 und 72 Jahren, die sich einer partiellen Hepatektomie aufgrund
sekunda¨rer Lebertumore unterzogen haben. Bei Leberkarzinomen, wie z. B. hepa-
tozellula¨ren Karzinomen, Lebermetastasen und Gallengangs-Karzinomen, wird der
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Tumorherd mit einer Sicherheitszone großzu¨gig herausgeschnitten. Ein Teil des zur
pathologischen Untersuchung weitergebenen Gewebes wurde mit Einversta¨ndnis der
Patienten fu¨r die Isolierung von Hepatozyten verwendet. Das Vorgehen wurde von
der Ethikkomission der medizinischen Fakulta¨t der Christian-Albrechts-Universita¨t
zu Kiel genehmigt.
Zur Isolierung von Schweinehepatozyten wurde Leber von frisch geschlachteten deut-
schen Kreuzungsschweinen aus dem o¨rtlichen Schlachthof, Bordesholm, verwendet.
Nach To¨tung und Ausbluten der Schweine durch O¨ffnen der Halsschlagader und
Reinigung wurde die Leber entnommen.
2.3.2.3. Isolierung prima¨rer Hepatozyten
Die Isolierung erfolgte in einer Zwei-Stufen-Perfusion nach der von Christiansen
(2000) und Fro¨hlich (2004) modifizierten Methode, die in Anlehnung an Reese
und Byard (1981), Bader et al. (1992) sowie Bader et al. (2000) entwickelt wurde.
Als Transport- und Pra¨perfusionspuffer diente ein Calcium- und Magnesium-freier
Krebs-Ringer-Puffer, der zusa¨tzlich als Chelatbildner EDTA enthielt (Tabelle 2.10).
Das humane Lebergewebe wurde, wenn mo¨glich, in diesem Pra¨perfusionspuffer trans-
portiert. Der Zeitraum zwischen Entnahme und Beginn der Perfusion wurde mo¨g-
lichst kurz gehalten.
Die Schweineleber wurde direkt nach der Entnahme in eisgeku¨hlten Pra¨perfusions-
puffer u¨berfu¨hrt und transportiert. Zwischen To¨tung des Schweins und Beginn der
Perfusion lagen maximal 45 Minuten.
Das humane Lebergewebe wurde so pra¨pariert, dass eine gleichma¨ßige Schnittkante
mit deutlich sichtbaren Gefa¨ßo¨ffnungen vorlag. Von der Schweineleber wurde ein un-
versehrtes Endstu¨ck eines Leberlappens abgetrennt, so dass eine glatte Schnittkante
mit gut verwendbaren Gefa¨ßo¨ffnungen entstand. Da im weiteren Vorgehen zwischen
Isolierung der humanen und porcinen Hepatozyten kein Unterschied bestand, wird
im Folgenden der Begriff Leberstu¨ck fu¨r beide Spezies verwendet.
Vor Beginn der Perfusion wurde das Leberstu¨ck in die obere Schale der Isolierungs-
apparatur, wie von Christiansen (2000) in Anlegung an Reese und Byard (1981)
entwickelt, u¨berfu¨hrt und bis zu 3 Knopfkanu¨len in den Gefa¨ßo¨ffnungen platziert.
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Im ersten Schritt der Perfusion wurde mit auf 37◦C temperierten Pra¨perfusions-
puffer pH 7,4 bei einer Flussrate von 12-15 ml/min/Kanu¨le das Leberstu¨ck bis zu
einer mo¨glichst vollsta¨ndigen Entblutung gespu¨lt. Anschließend erfolgte eine etwa
10-minu¨tige Spu¨lung durch Calcium-haltigen Perfusionspuffer ohne weitere Zusa¨tze
(Tabelle 2.10). Dann wurde auf Perfusionspuffer mit Kollagenase (190 mg Kolla-
genase, etwa 45.000 U, in 150 ml Perfusionspuffer gelo¨st) gewechselt und auf ein
rezirkulierendes System umgestellt. Nachdem sich deutlich die Wirkung der Calcium-
abha¨ngigen Kollagenase durch weiteres Zusammenfallen des Leberstu¨cks und durch
Auflo¨sung des inneren Bindegewebes zeigte, meist nach 15 Minuten, wurde das Le-
berstu¨ck in eine Schale mit DNase-haltigem Perfusionspuffer (8 mg Desoxyribonu-
klease (DNase) in 100 ml Perfusionspuffer gelo¨st) u¨berfu¨hrt, um dort die Zellen aus
dem Leberstu¨ck bzw. aus der Leberkapsel herauszulo¨sen. Der Zusatz von DNase er-
folgte in Anlehnung an Bayliss und Somers (2005), um das Verklumpen der isolierten
Hepatozyten zu verringern. Nach der Filtration der groben Zellsuspension durch zwei
Nylongaze (150 µm und 80 µm) folgten drei Zentrifugationsga¨nge zur Abtrennung
von toten Hepatozyten (50 g, 4 min, 15◦C). Fu¨r den zweiten Waschschritt wurde das
Hepatozytenpellet in Perfusionspuffer ohne Zusa¨tze aufgenommen, wohingegen der
dritte Waschschritt in Williams E Medium mit Zusa¨tzen erfolgte. Die Zusammen-
setzung des Williams E Mediums mit Zusa¨tzen wird in Kapitel 2.3.2.5 beschrieben.
Im letzten Schritt wurde das Zellpellet in 20 ml Williams E Medium mit Zusa¨tzen
suspendiert, um die Ausbeute und Viabilita¨t wie folgt zu bestimmen.
2.3.2.4. Bestimmung der Ausbeute und Viabilita¨t
Zur Bestimmung der Ausbeute und der Viabilita¨t wurden 100 µl Zellsuspension mit
dem gleichen Volumen Trypanblaulo¨sung (0,4%) versetzt. Trypanblau wird von le-
benden Hepatozyten mit intakter Zellmembran ausgeschlossen, so dass sich nur tote
Zellen oder Zellen mit kaputter Zellmembran blau anfa¨rben lassen (Lindl und Bauer
1994). Nach einer kurzen Einwirkzeit erfolgte die Za¨hlung der ungefa¨rbten und ge-
fa¨rbten Zellen in der Neubauerkammer. Auf diese Art und Weise wurde die Ausbeute
und Viabilita¨t auch von Christiansen (2000) und Fro¨hlich (2004) bestimmt.
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Pra¨perfusionspuffer Perfusionspuffer
Substanz g/l mmol/l g/l mmol/l
EDTA 0,29 1 - -
HEPES 4,77 20 4,77 20
KCl 0,42 5,6 0,42 5,6
NaCl 9,0 154 9,00 154
NaHCO3 2,1 25 2,1 25
Glucose 0,99 5 0,99 5
CaCl2 - - 0,59 4
Tabelle 2.10.: Zusammensetzung der verwendeten Isolierungspuffer.
Fu¨r die Herstellung der Puffer wurden die Substanzen, bis auf Glucose und Calcium-
chlorid, in bidestilliertem Wasser gelo¨st und der pH-Wert mit 1 M NaOH auf pH 7,4
eingestellt. Anschließend wurde der Puffer durch einen Membranfilter (Porendurch-
messer 0,45 µm) filtriert und im Ku¨hlschrank gelagert. Unmittelbar vor Verwendung
wurden Glucose und Calciumchlorid zugesetzt.
2.3.2.5. Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
Die Hepatozytensuspension wurde mit Williams E Medium mit Zusa¨tzen auf eine
Zellzahl von 1,5 × 106 Zellen pro ml Medium eingestellt. Die Zusa¨tze zum Williams
E Medium sind in Tabelle 2.11 aufgefu¨hrt. Jeweils 2 ml der Hepatozytensuspension
wurden auf Kollagen-beschichtete 6-Loch-Gewebekulturplatten (∅ = 3,49 cm) pi-
pettiert (3 × 106 Zellen pro Loch). Nach 90-minu¨tiger Inkubation im Brutschrank bei
37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Feuchte wurde das u¨berstehende Kulturmedium
abgenommen, um tote und nicht adha¨rente Zellen zu entfernen, und durch 2 ml fri-
sches Kulturmedium ersetzt. Alle 24 Stunden wurde das Kulturmedium gewechselt.
Die Kultivierung erfolgte fu¨r bis zu vier Tagen im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2
und 95% relativer Feuchte.
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Substanz Konzentration im Medium
Glucagon 0,0014 µg/ml
Prednisolon 9,6 µg/ml
Insulin 0,16 U/ml
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 150 U/ml
Streptomycin 150 µg/ml
Fo¨tales Ka¨lberserum 10%
Tabelle 2.11.: Mediumzusa¨tze zum Williams E Medium fu¨r die Kultivierung prima¨rer Hepato-
zyten.
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2.3.3. Cytochrom P450-Metabolismus
2.3.3.1. Material und Gera¨te
PBS stammte von der Firma Cambrex, Karlskoga, Schweden. Der Protein-
gehalt wurde mit dem BCA-Protein-Assay-Reagent von Pierce, Bonn, be-
stimmt. Ethoxyresorufin, Resorufin-Natrium, Metyrapon (2-Methyl-1,2-di-3-pyridyl-
1-propanon), Ketoconazol und β-Glucuronidase Typ Helix pomatia-2 wurden von
Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Octyl-O-methoxyresorufin (OOMR, Vivid
CYP2C9 red) und Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (DBOMF, Vivid CYP3A4
green) stammten von Invitrogen, Karlsruhe. Fluka, Buchs, Schweiz, war der Lie-
ferant von MgCl2-Hexahydrat, 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin, 7-Hydroxy-4-
trifluoromethylcumarin und Salicylamid. NADPH und NADH stammten von Merck,
Darmstadt. Methanol und Acetonitril in HPLC-Qualita¨t wurden von Mallinckrodt
Baker B.V., Deventer, Holland bezogen.
Von der Firma Sarstedt, Nu¨rmbrecht, wurden zur Zellkultur und Inkubation beno¨tig-
te Utensilien verwendet. Zum Homogenisieren wurde ein Ultraschallhomogenisator
Sonoplus HD 2070 von Bandelin Electronic GmbH, Berlin, verwendet. Die Multiti-
terplatten (96 Loch) stammten von Greiner Bio-One, Frickenhausen. Als Fluorimeter
wurde der Infinite 200 der Firma Tecan, Crailsheim, verwendet. Zum Einstellen der
pH-Werte diente das pH-Messgera¨t inoLab pH level 1 mit der pH-Elektrode Sen-
Tix21 von Wissenschaftlich-Technische Werksta¨tten GmbH, Weilheim. Die Suspen-
dierung der Inkubationsansa¨tze erfolgte mit einem Vibrationsmischer IKA Vibrax
VXR, Jahnke und Kunkel, Staufen. Inkubationen wurden teilweise im Schu¨ttel-
wasserbad GFL 1083 der Gesellschaft fu¨r Labortechnik, Burgwedel, durchgefu¨hrt.
Desweiteren kamen eine Mikroliterzentrifuge von Hettich, Tuttlingen, und ein Ultra-
schallbad Sonorex Super RK 106, Bandelin Electronic GmbH, Berlin, zum Einsatz.
HPLC-Fließmittel wurden mit einer Sartorius Vakuumfiltrationseinheit durch einen
Membranfilter (0,45 µm), Sartorius, Go¨ttingen, filtriert.
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2.3.3.2. Ernten und Homogenisierung der verwendeten Zellen
Um die Inkubationen mit immer der gleichen Menge Protein und um mehrere Inku-
bationen mit Zellen von den jeweiligen Spendern durchfu¨hren zu ko¨nnen, wurden
Zellhomogenisate eingesetzt. Ein weiterer Vorteil ist, dass sich Zellhomogenisate ein-
frieren lassen und so bei Bedarf fu¨r die jeweiligen Inkubationen zur Verfu¨gung stehen.
Hierbei handelt es sich um eine u¨bliche Methode, bei der den Zellhomogenisaten noch
NADPH zugesetzt wird (Hengstler et al. 2000).
Am letzten Tag der Kultur von NeoHepatozyten (Kapitel 2.3.1.3), klassisch akti-
vierten Makrophagen (Kapitel 2.3.1.5) und prima¨ren Hepatozyten (Kapitel 2.3.2.5)
wurden die Zellen geerntet. Das Ernten und die Homogenisierung erfolgten nach
einer perso¨nlichen Vorschrift von Prof. Dr. Jan Hengstler (Dortmund).
Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
Anschließend wurde PBS auf die Zellen gegeben, diese mit einem Zellschaber geern-
tet und das Gewebekulturgefa¨ß mit PBS gespu¨lt. Es folgte eine Zentrifugation bei
400 g fu¨r 5 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Zellen in PBS
resuspendiert und die Homogenisierung mittels Ultraschall (2 x 10 Sto¨ße bei 50%
Leistung) durchgefu¨hrt. Bis zum spa¨teren Gebrauch wurden die Zellhomogenisate
bei -80◦C gelagert. Außerdem wurde der Proteingehalt des erhaltenen Zellhomoge-
nisates mit den BCA-Protein-Assay-Reagenzien nach Smith et al. (1985) bestimmt.
2.3.3.3. CYP1A1/2-Aktivita¨t
Zur Aktivita¨tsbestimmung von CYP1A1 und CYP1A2 wurde die Ethoxyresorufin-
O-Desethylierung (EROD) verwendet. Die Zusammensetzung der Inkubationsan-
sa¨tze orientierte sich an Zebothsen (2005), Vivid CYP450 Screening Kit Protocol
und Christiansen (2000). Die Inkubationen wurden in Mikrotiterplatten (96 Loch)
in 100 µl PBS pH 7,4 bei einer Substratkonzentration von 10 µM Ethoxyresorufin
durchgefu¨hrt. Das Ethoxyresorufin wurde in Ethanol gelo¨st und mit PBS auf die
zuverwendende Konzentration verdu¨nnt. Die Zellhomogenisate wurden in einer
Konzentration von 250 µg/ml zugesetzt, wobei unter Zellhomogenisat jeweils das
Homogenisat von klassisch aktivierten Makrophagen, NeoHepatozyten und jeweils
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Substanz Homogenisat ohne Homogenisat
ohne/mit Inhibitor ohne/mit Inhibitor
PBS ad 100 µl ad 100 µl
MgCl2 (100 mM) 5 µl 5 µl
Homogenisat 25 µg -
Metyrapon (10 mM) - / 10 µl - / 10 µl
Ethoxyresorufin (100 µM) 10 µl 10 µl
NADPH (10 mM) 10 µl 10 µl
Tabelle 2.12.: Inkubationsansa¨tze zur CYP1A1/2-Aktivita¨tsbestimmung.
Jeder Ansatz wurde jeweils dreimal hergestellt und vermessen.
prima¨ren porcinen bzw. humanen Hepatozyten zu verstehen ist. Die Ansa¨tze ent-
hielten außerdem 5 mM MgCl2.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die Ethoxyresorufin-O-Desethylierung CYP-vermittelt war,
wurde drei zusa¨tzlichen Ansa¨tzen der unspezifische CYP-Inhibitor Metyrapon in ei-
ner Konzentration von 1 mM zugesetzt. Metyrapon wurde in Methanol gelo¨st und
mit PBS bis zur gewu¨nschten Konzentration verdu¨nnt. Es folgte eine dreiminu¨tige
Vorinkubation mit dem Inhibitor, bevor die Reaktion mit dem Substrat Ethoxy-
resorufin (10 µM) und NADPH (1 mM) gestartet wurde. Als weitere Kontrolle wur-
den jeweils drei Ansa¨tze ohne Zellhomogenisat mitvermessen.
Jeder der in Tabelle 2.12 dargestellten Ansa¨tze wurde jeweils dreimal hergestellt und
vermessen. Die Inkubation bei 37◦C erfolgte im Fluorimeter. Die ansteigende Bildung
des Metaboliten Resorufin wurde bei der Excitationswellenla¨nge von 550 nm und der
Emissionswellenla¨nge 600 nm u¨ber einen Zeitraum von 60 Minuten vermessen. Die
Kalibrierung von 3,9 nM bis 1000 nM Resorufin wurde bei jeder Multititerplatte
erneut hergestellt und vermessen. Resorufin wurde in Ethanol gelo¨st und mit PBS
auf die verwendeten Konzentrationen verdu¨nnt. Nach 60-minu¨tiger Inkubation wur-
de β-Glucuronidase mit Sulfatase-Aktivita¨t zu den Inkubationsansa¨tzen und den
Kalibrieransa¨tzen zugesetzt und nach 2 Stunden erneut vermessen.
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Substanz Homogenisat ohne Homogenisat
ohne/mit Inhibitor ohne/mit Inhibitor
PBS ad 100 µl ad 100 µl
MgCl2 (100 mM) 5 µl 5 µl
Homogenisat 25 µg -
Metyrapon (10 mM) - / 10 µl - / 10 µl
OOMR (20 µM) 10 µl 10 µl
NADPH (10 mM) 10 µl 10 µl
Tabelle 2.13.: Inkubationsansa¨tze zur CYP2C9-Aktivita¨tsbestimmung.
Jeder Ansatz wurde jeweils dreimal hergestellt und vermessen.
2.3.3.4. CYP2C9-Aktivita¨t
Als Substrat wurde Octyl-O-methoxyresorufin (Vivid CYP2C9 red) verwendet.
Durch CYP2C9 wird Octyl-O-methoxyresorufin (OOMR) zu Resorufin metabolisiert
(Invitrogen-Vivid CYP450 Screening Kit Protocol). OOMR wurde in Acetonitril
gelo¨st und mit PBS auf die zuverwendende Konzentration verdu¨nnt. Die Inkuba-
tionen und die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgten wie in Kapitel 2.3.3.3 fu¨r
die CYP1A1/2-Aktivita¨tsbestimmung beschrieben. Als Substrat wurde allerdings
2 µM OOMR verwendet, wie im Vivid CYP450 Screening Kit Protokoll beschrie-
ben. Die Zusammensetzung der Inkubationsansa¨tze ist in Tabelle 2.13 dargestellt.
2.3.3.5. CYP2E1-Aktivita¨t
Als Substrat wurde 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin (MFC) verwendet, welches
durch CYP2E1 zu 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin (HFC) metabolisiert wird
(Ghosal et al. 2003).
2.3.3.5.1. Bestimmung des Metaboliten durch Fluorimetrie Die Inkubations-
ansa¨tze der 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin-O-methoxylierung orientierten
sich an den Kapitel 2.3.3.3 und 2.3.3.4 fu¨r die CYP1A1/2- und CYP2C9-
Aktivita¨tsbestimmungen und setzten sich wie in Tabelle 2.14 beschrieben zusam-
men. MFC wurde in Ethanol gelo¨st und mit PBS auf die verwendete Konzentration
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verdu¨nnt. Salicylamid wurde in Methanol gelo¨st, mit PBS verdu¨nnt und in einer
Konzentration von 3 mM zugesetzt, um die Phase II-Metabolisierung zu verhindern
(Fro¨hlich 2004, Lu und Li 2001). Metyrapon wurde in einer Konzentration von
1 mM zugesetzt, um zu u¨berpru¨fen, ob die Umsetzung von MFC CYP-vermittelt
ist. Nach dem Zusatz der Inhibitoren wurde 3 Minuten vorinkubiert, bevor die
Reaktion mit dem Substrat MFC (1 mM) und NADPH (1 mM) gestartet wurde.
Die Inkubation bei 37◦C erfolgte im Fluorimeter. Die ansteigende Bildung des
Metaboliten HFC wurde bei der Excitationswellenla¨nge von 400 nm und der
Emissionswellenla¨nge 502 nm u¨ber einen Zeitraum 90 Minuten vermessen. Danach
wurden 20 µl PBS mit 1,6 mM Pyruvat und 20 U/ml Lactatdehydrogenase zur
NADPH-Zersto¨rung sowohl zu den Proben als auch zu den Kalibrierunglo¨sungen
hinzugegeben. Die Kalibrierung von 1,95 nM bis 1000 nM HFC wurde bei jeder
Multititerplatte erneut hergestellt und vermessen. HFC wurde in Methanol gelo¨st
und mit PBS auf die verwendeten Konzentrationen verdu¨nnt.
2.3.3.5.2. Bestimmung des Metaboliten durch HPLC Da NADPH die direkte
fluorimetrische Quantifizierung in Multititerplatten (96 Loch) bei sehr geringen
Aktivita¨ten sto¨rt, wurde der Metabolit HFC durch HPLC in Anlehnung an die
Methode von Morse und Lu (1998) analysiert. Die Inkubationsansa¨tze setzten sich,
wie in Tabelle 2.14 fu¨r die Inkubation im Fluorimeter beschrieben, zusammen.
Das Vorgehen entsprach der Vermessung durch Fluorimetrie (Kapitel 2.3.3.5.1).
Allerdings erfolgte die Inkubation u¨ber 90 Minuten bei 37◦C in Schu¨ttelwasserbad.
Die Analytik erfolgte unter den nachfolgend angegebenen Bedingungen. Dafu¨r
wurden die Inkubationsansa¨tze mit 100 µl Methanol abgestoppt, geschu¨ttelt, das
gefa¨llte Protein bei 10.000 U/min fu¨r 5 Minuten abzentrifugiert und der U¨berstand
in HPLC-Probenfla¨schchen u¨berfu¨hrt.
Der wa¨ssrige Anteil der mobilen Phase wurde durch einen Sartorius-Membranfilter
mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm filtriert und nach Zugabe von Methanol
15 Minuten lang im Ultraschallbad entgast. Zur Quantifizierung des gebildeten
HFCs wurde eine 8-Punkt-Kalibrierung erstellt, die den Konzentrationsbereich
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Substanz Homogenisat ohne Homogenisat
ohne/mit Inhibitor ohne/mit Inhibitor
PBS ad 100 µl ad 100 µl
MgCl2 (100 mM) 5 µl 5 µl
Homogenisat 25 µg -
Metyrapon (10 mM) - / 10 µl - / 10 µl
Salicylamid (30 mM) 10 µl 10 µl
MFC (10 mM) 10 µl 10 µl
NADPH (10 mM) 10 µl 10 µl
Tabelle 2.14.: Inkubationsansa¨tze zur CYP2E1-Aktivita¨tsbestimmung.
Jeder Ansatz wurde jeweils dreimal hergestellt und vermessen.
von 2 nM bis 25 nM HFC abdeckte. Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden
die fu¨r die Kalibrierung angegebenen Konzentrationen des Metaboliten in 10 µM
MFC-haltigem PBS hergestellt. Diese Ansa¨tze enthielten zusa¨tzlich 25 µg Hitze-
denaturiertes Protein, MgCl2, Salicylamid und NADPH. Die weitere Aufarbeitung
der Ansa¨tze erfolgte wie oben beschrieben.
69
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
HPLC Pumpe Waters 600, Milford, CT, USA
Detektor Waters 474 Scanning Fluorescence, Milford, CT, USA
Autosampler Waters 717 plus, Milford, CT, USA
Integrator EZ Chrom Chromatography Data System,
Version 6.7 und EZ Chrom SS42 Interface,
Scientific Software Inc., Pleasanton, CA, USA
Stationa¨re Phase Nova-Pak C18 150 × 4 mm (4 µm)
VDSoptilab Chromatographie Technik GmbH, Montabaur
Vorsa¨ule: C18 4 × 3 mm, Phenomenex, Aschaffenburg
Mobile Phase 60% 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,5
40% Methanol (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 15 min
Injektionsvolumen 30 µl
Detektion Fluorimetrie: Ex: λ = 410 nm, Em: λ = 510 nm
Retentionszeiten HFC 7,4 min ± 0,2 min
MFC nicht detektierbar, da MFC keine Fluoreszenz aufweist
2.3.3.6. CYP3A4/5-Aktivita¨t
Als Substrat wurde Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (Vivid CYP3A4 green)
verwendet. Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (DBOMF) wird durch CYP3A4 und
CYP3A5 zu Fluorescein metabolisiert (Invitrogen-Vivid CYP450 Screening
Kit Protocol). Die Inkubationen erfolgten in Anlehnung an die CYP1A1/2-
Aktivita¨tsbestimmung wie in Kapitel 2.3.3.3 beschrieben. Als Substrat wurden 2 µM
DBOMF verwendet, wie in Vivid CYP450 Screening Kit Protocol angegeben.
DBOMF wurde in Acetonitril gelo¨st und mit PBS auf die verwendete Konzentration
verdu¨nnt. Als unspezifischer CYP-Inhibitor wurde Metyrapon (1 mM) zugesetzt. Um
zu u¨berpru¨fen, ob der DBOMF-Metabolismus CYP3A vermittelt ist, wurde zusa¨tz-
lich der selektive CYP3A-Inhibitor Ketoconazol eingesetzt. Ketoconazol wurde in
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Substanz Homogenisat ohne Homogenisat
ohne/mit Inhibitor ohne/mit Inhibitor
PBS ad 100 µl ad 100 µl
MgCl2 (100 mM) 5 µl 5 µl
Homogenisat 25 µg -
Metyrapon (10 mM) - / 10 µl - / 10 µl
bzw. Ketoconazol (200 µM)
Salicylamid (30 mM) 10 µl 10 µl
DBOMF (20 µM) 10 µl 10 µl
NADPH (10 mM) 10 µl 10 µl
Tabelle 2.15.: Inkubationsansa¨tze zur CYP3A4/5-Aktivita¨tsbestimmung.
Jeder Ansatz wurde jeweils dreimal hergestellt und vermessen.
Methanol gelo¨st, mit PBS verdu¨nnt und in einer Konzentration von 20 µM ver-
wendet. Um die Phase II-Metabolisierung zu verhindern, wird Salicylamid in einer
Konzentration von 3 mM zugesetzt. Als weitere Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz
ohne Zellhomogenisat vermessen. Es folgte eine dreiminu¨tige Vorinkubation mit den
Inhibitoren, bevor die Reaktion mit dem Substrat DBOMF (2 µM) und NADPH (1
mM) gestartet wurde. In einem Versuch wurde statt 1 mM NADPH 1mM NADH
zugesetzt.
Jeder, der in Tabelle 2.15 dargestellten, Ansa¨tze wurde jeweils dreimal hergestellt
und vermessen. Die Inkubation bei 37◦C erfolgte im Fluorimeter. Die ansteigende
Bildung des Metaboliten Fluorescein wurde bei der Excitationswellenla¨nge von 485
nm und der Emissionswellenla¨nge 530 nm u¨ber einen Zeitraum von 30 Minuten ver-
messen. Die Kalibrierung von 1,95 nM bis 1000 nM wurde bei jeder Multititerplatte
erneut hergestellt und vermessen.
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2.3.4. Induktion des Cytochrom P450-Metabolismus
2.3.4.1. Material und Gera¨te
3-Methylcholanthren, Phenobarbital-Natrium und Rifampicin stammten von Sigma-
Aldrich, Steinheim. DMSO und Acetonitril wurden von Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, Holland, bezogen.
Die weiteren verwendeten Materialien und Gera¨te wurden bereits in den Kapiteln
2.3.2.1, 2.3.1.1 und 2.3.3.1 beschrieben.
2.3.4.2. Induktion von CYP1A1/2
Das Ausplattieren der jeweiligen Zellen, der erste Mediumwechsel und die Kulti-
vierung erfolgte wie in den Kapiteln zuvor erla¨utert. Fu¨r NeoHepatozyten befindet
sich die Beschreibung in Kapitel 2.3.1.3, fu¨r klassisch aktivierte Makrophagen in
Kapitel 2.3.1.5 und fu¨r prima¨re Hepatozyten in Kapitel 2.3.2.5. Die Induktion der
NeoHepatozyten begann am achten Tag der Kultur im Differenzierungsmedium, die
Induktion der klassisch aktivierten Makrophagen am sechsten Tag der Kultur und
die Induktion der prima¨ren Hepatozyten nach 24 Stunden in Kultur.
Als Kulturmedium wa¨hrend der Induktion wurde das jeweilige Grundmedium ver-
wendet, dem der Induktor 3-Methylcholanthren oder Acetonitril als Lo¨sungsmit-
telkontrolle frisch zugesetzt wurden. Die Konzentration von in Acetonitril gelo¨sten
3-Methylcholanthren im Kulturmedium betrug 2,5 µM. Als Kontrolle dienten Zellen
mit den reinen jeweiligen Grundmedien und Zellen, deren Grundmedien das Lo¨-
sungmittel Acetonitril in einer Konzentration von 0,66% enthielt, entsprechend dem
Acetonitril-Anteil im Induktionsmedium. Zu Beginn der Induktion wurde das Kul-
turmedium abgenommen und durch das Induktionsmedium, Lo¨sungsmittelmedium
oder Grundmedium ersetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen von altem Medium
befreit und mit dem jeweilig neuem Medium u¨berschichtet. Die Induktion erfolgte
fu¨r 48 Stunden im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte.
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2.3.4.3. Induktion von CYP3A4/5
Das Ausplattieren der jeweiligen Zellen, der erste Mediumwechsel und die Kultivier-
ung erfolgte wie in den Kapiteln zuvor beschrieben. Fu¨r NeoHepatozyten befindet
sich die Beschreibung in Kapitel 2.3.1.3, fu¨r klassisch aktivierte Makrophagen in
Kapitel 2.3.1.5 und fu¨r prima¨re Hepatozyten in Kapitel 2.3.2.5. Die Induktion der
NeoHepatozyten begann am achten Tag der Kultur im Differenzierungsmedium, die
Induktion der klassisch aktivierten Makrophagen am sechsten Tag der Kultur und
die Induktion der prima¨ren Hepatozyten nach 24 Stunden in Kultur.
Zu Beginn der Induktion wurde das Kulturmedium abgenommen und durch das
jeweilige Grundmedium ersetzt, dem die Induktoren zugesetzt wurden. Als Induk-
toren wurden Rifampicin und Phenobarbital verwendet. In einem Ansatz erfolgte
die Induktion durch Rifampicin, in DMSO gelo¨st, in einer Konzentration von 25 µM
und in einem weiteren Ansatz durch 25 µM Rifampicin und 1,5 mM Phenobarbital-
Natrium, in Aqua bidest. gelo¨st. Als Kontrolle dienten Zellen mit den reinen jewei-
ligen Grundmedien sowie Zellen, deren Medien das Lo¨sungmittel DMSO in einer
Konzentration von 0,1% zugesetzt wurde, entsprechend dem DMSO-Anteil in den
Induktionsmedium. Nach 24 Stunden wurden die Zellen von altem Medium befreit
und dem jeweilig neuem u¨berschichtet. Die Induktion erfolgte fu¨r 48 Stunden im
Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte.
2.3.4.4. Ernten und Homogenisierung der verwendeten Zellen
Die Zellen wurden nach 48-stu¨ndiger Induktion geerntet und homogenisiert wie in
Kapitel 2.3.3.2 beschrieben.
2.3.4.5. CYP1A1/2-Aktivita¨t der induzierten Zellen
Die CYP1A1/2-Aktivita¨tsbestimmung erfolgte wie in Kapitel 2.3.3.3 beschrieben.
Fu¨r die Inkubation wurde das Homogenisat der mit 3-Methylcholanthren induzierten
Zellen, der Lo¨sungsmittelkontrolle und der Mediumkontrolle der jeweiligen Zellart
verwendet.
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2.3.4.6. CYP3A4/5-Aktivita¨t der induzierten Zellen
Die CYP3A4/5-Aktivita¨tsbestimmung erfolgte wie in Kapitel 2.3.3.6 beschrieben.
Fu¨r die Inkubation wurde das Homogenisat der mit Rifampicin bzw. mit Rifampicin
und Phenobarbital induzierten Zellen, der Lo¨sungsmittelkontrolle und der Medium-
kontrolle der jeweiligen Zellart verwendet.
2.3.5. Testosteron-Metabolismus
2.3.5.1. Material und Gera¨te
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei der Firma Merck,
Darmstadt, in ho¨chster verfu¨gbarer Reinheit erworben. Krebs-Henseleit-Puffer, Te-
stosteron, 6β-Hydroxytestosteron, 11β-Hydroxytestosteron, Phenobarbital-Natrium
und Rifampicin stammten von Sigma-Aldrich, Steinheim. Von Steraloids, London,
Großbritannien, wurden 2β-Hydroxytestosteron, 16α-Hydroxytestosteron und
Androstendion verwendet. DMSO und Methanol wurden von Mallinckrodt Baker
B.V., Deventer, Holland, bezogen.
Die weiteren verwendeten Materialien und Gera¨te wurden bereits in den Kapiteln
2.3.1.1, 2.3.2.1, 2.3.3.1 und 2.3.4.1 beschrieben.
2.3.5.2. Induktion des Testosteron-Metabolismus
Das Ausplattieren der prima¨ren Hepatozyten, der erste Mediumwechsel und die
Kultivierung erfolgten wie in Kapitel 2.3.2.5 zuvor beschrieben. Die Induktion der
prima¨ren Hepatozyten begann nach 24 Stunden in Kultur.
Zu Beginn der Induktion wurde das Kulturmedium abgenommen und durch Kul-
turmedium ersetzt, dem die Induktoren Rifampicin und Phenobarbital zugesetzt
wurden. In einem Ansatz erfolgte die Induktion durch Rifampicin in einer Konzen-
tration von 25 µM und in einem weiteren Ansatz durch Rifampicin, in DMSO gelo¨st,
in einer Konzentration von 25 µM und Phenobarbital, in Aqua bidest. gelo¨st, in einer
Konzentration von 1,5 mM. Als Kontrolle dienten Zellen mit Medium ohne Induk-
toren sowie Zellen, deren Medium das Lo¨sungmittel DMSO in einer Konzentration
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von 0,1% enthielt. Die Induktion erfolgte fu¨r 48 Stunden im Brutschrank bei 37◦C,
5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte. Alle 24 Stunden wurde das altem Medium
durch das jeweilig neue Medium ersetzt.
2.3.5.3. Inkubation mit Testosteron
Im Gegensatz zu den Untersuchungen des Cytochrom P450-Metabolismus (Ka-
pitel 2.3.3) wurde der Testosteron-Metabolismus mit in Kollagen-beschichteten
6-Loch-Gewebekulturplatten (∅ = 3,49 cm) kultivierten Zellen durchgefu¨hrt. Fu¨r
die Inkubation mit Testosteron wurden mit Rifampicin bzw. mit Rifampicin und
Phenobarbital induzierte Zellen, Lo¨sungsmittelkontrolle und Mediumkontrolle
der jeweiligen Zellart (Kapitel 2.3.5.2) verwendet. Von den in Kapitel 2.3.1.4
unter verschiedenen Bedingungen weiter kultivierten PCMO wurde ebenfalls der
Testosteron-Metabolismus untersucht.
Das Substrat Testosteron wurde in Methanol gelo¨st und mit Krebs-Henseleit-
Puffer pH 7,4 auf eine Konzentration von 250 µM verdu¨nnt. Von einer 6-Loch-
Gewebekulturplatte wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen zweimal
mit 37◦C warmem Krebs-Henseleit-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von 1500 µl
250 µM Testosteron-Inkubationslo¨sung wurde die Inkubation gestartet. Als Kontrol-
le dienten zum einen Zellen, die mit Krebs-Henseleit-Puffer inkubiert wurden, und
zum anderen Zellen, die mit 2 ml eiskaltem Methanol abgeto¨tet und anschließend
mit 250 µM Testosteron-Inkubationslo¨sung inkubiert wurden. Die Zellkulturplatten
wurden fu¨r 60 Minuten im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer
Feuchte inkubiert.
Nach 60 Minuten wurden die Zellkulturplatten aus dem Brutschrank genommen,
zweimal 600 µl U¨berstand pro Loch abgenommen, in 1,5 ml Eppendorfgefa¨ße u¨ber-
fu¨hrt und bei -20◦C eingefroren. Anschließend wurden die Proben gefriergetrocknet.
Die gefriergetrockneten Proben wurden bei -20◦C gelagert. Kurz vor der Vermessung
wurden die gefriergetrockneten Proben in 200 µl 45% Methanol und 55% Aqua
bidest. gelo¨st, gevortext und fu¨r 5 Minuten bei 10.000 U/min zentrifugiert. Der
klare U¨berstand wurde zur LC/MS- bzw. HPLC-Analyse herangezogen.
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden die Zellkulturplatten trocken geklopft
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und mit 500 µl 0,1 M Natronlauge u¨ber Nacht versetzt (Lu und Li 2001). Die
aufgelo¨sten Zellen wurden am na¨chsten Tag mit einem Zellschaber abgekratzt und
in 1,5 ml Eppendorfgefa¨ße u¨berfu¨hrt. Der Proteingehalt dieser Lo¨sung wurde mit
den BCA-Protein-Assay-Reagenzien nach Smith et al. (1985) bestimmt.
2.3.5.4. Untersuchung der Testosteron-Metaboliten durch LC/MS-Analytik
Die im Folgenden beschriebene LC/MS-Methode zur Bestimmung von Testosteron-
Metaboliten wurde an die von Christiansen (2000) entwickelte Methode angelehnt.
Chemische Ionisation bei Atmospha¨rendruck (APCI) wurde nach Friedrich et al.
(2003) verwendet.
Der wa¨ssrige Anteil der mobilen Phase wurde durch einen Sartorius-Membranfilter
mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm filtriert und nach Zugabe von Methanol
15 Minuten im Ultraschallbad entgast.
HPLC Pumpe HP 1100 Series mit 1322 A Degasser
und 1312 A LC Hochdruckgradientenpumpe,
Hewlett Packard, Waldbronn
Injektor Rheodyne 7725i Injektor mit 50 µl-Probenschleife
Detektor HP 1314 UV/VIS Detektor, Hewlett Packard, Waldbronn
Massenspektrometer Esquire LC, Bruker, Bremen
Interface Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI)
Spru¨hdruck 45 psi
Trockengas 6,00 l/min
Trockentemperatur 320◦C
APCI-Temperatur 480◦C
Integrator Data Analysis, Version 3.0, Bruker Daltonics, Bruker, Bremen
Stationa¨re Phase LiChrospher 60 RP-select B 250 × 4 mm (5 µm)
Vorsa¨ule: LiChrospher 60 RP-select B 4 × 4 mm (5 µm)
beides Merck, Darmstadt
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Mobile Phase 55% Methanol
45% Aqua bidest. (v/v)
Flussrate 0,8 ml/min, Split 1:3
Laufzeit 60 min
Injektionsvolumen 50 µl
Detektion UV: λ = 254 nm
Retentionszeiten 6β-Hydroxytestosteron 13 min ± 0,6 min
16α-Hydroxytestosteron 13,5 min ± 0,7 min
2β-Hydroxytestosteron 21 min ± 0,8 min
11β-Hydroxytestosteron 21 min ± 0,8 min
Androstendion 33 min ± 2,0 min
Testosteron 55 min ± 3,5 min
2.3.5.5. Quantifizierung der Testosteron-Metaboliten durch HPLC-Analytik
Zur Quantifizierung der Testosteron-Metaboliten 6β-Hydroxytestosteron, 16α-
Hydroxytestosteron und Androstendion durch HPLC wurde die LC/MS-Methode
(2.3.5.4) verwendet.
Der wa¨ssrige Anteil der mobilen Phase wurde durch einen Sartorius-Membranfilter
mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm filtriert. Nach Zugabe von Methanol wur-
de fu¨r 15 Minuten im Ultraschallbad entgast.
Die Quantifizierung der Metaboliten erfolgte u¨ber eine 7-Punkt-Kalibrierung. Es
wurden Konzentrationen von 0,1 µM bis 50 µM 6β-Hydroxytestosteron, 16α-
Hydroxytestosteron und Androstendion im Fließmittel gelo¨st. Zur Bestimmung der
Wiederfindung wurden die oben genannten Konzentrationen der Metaboliten in
250 µM Testosteron-haltigem Krebs-Henseleit-Puffer hergestellt, auf Zellkulturplat-
ten ohne Hepatozyten inkubiert und dann wie die Inkubationsansa¨tze behandelt
(Kapitel 2.3.5.3).
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HPLC Pumpe Waters 600, Milford, CT, USA
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Milford, CT, USA
Autosampler Waters 717 plus, Milford, CT, USA
Integrator EZ Chrom Chromatography Data System,
Version 6.7 und EZ Chrom SS42 Interface,
Scientific Software Inc., Pleasanton, CA, USA
Stationa¨re Phase LiChrospher 60 RP-select B 250 × 4 mm (5 µm)
Vorsa¨ule: LiChrospher 60 RP-select B 4 × 4 mm (5 µm)
beides Merck, Darmstadt
Mobile Phase 55% Methanol
45% Aqua bidest. (v/v)
Flussrate 0,8 ml/min
Laufzeit 60 min
Injektionsvolumen 50 µl
Detektion UV: λ = 254 nm
Retentionszeiten 6β-Hydroxytestosteron 11,2 min ± 0,6 min
16α-Hydroxytestosteron 12,7 min ± 0,7 min
Androstendion 27,3 min ± 2,0 min
Testosteron 43,0 min ± 3,5 min
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2.3.6. Benzamidoxim-Metabolismus
2.3.6.1. Material und Gera¨te
Neben NADH wurden alle Chemikalien, soweit nicht anders vermerkt, bei der Fir-
ma Merck, Darmstadt, in ho¨chster verfu¨gbarer Reinheit erworben. Benzamidin und
Octylsulfonat-Natriumsalz stammten von Sigma-Aldrich, Steinheim. Benzamidoxim
wurde im Arbeitskreis aus Benzonitril und Hydroxylamin nach Kru¨ger (1885) syn-
thetisiert. Acetonitril in HPLC-Qualita¨t wurde von Mallinckrodt Baker B.V., De-
venter, Holland bezogen.
Weitere verwendete Materialien und Gera¨te wurden bereits in Kapitel 2.3.3.1 be-
schrieben.
2.3.6.2. Ernten und Homogenisierung der verwendeten Zellen
NeoHepatozyten (Kapitel 2.3.1.3), klassisch aktivierte Makrophagen (Kapitel
2.3.1.5) und prima¨re Hepatozyten (Kapitel 2.3.2.5) wurden nach Ende der Kultur-
zeit geerntet und homogenisiert wie in Kapitel 2.3.3.2 beschrieben.
2.3.6.3. Benzamidoxim-Metabolismus
Die Benzamidoxim-N -Reduktion wurde als Aktivita¨tsbestimmung des drei Kom-
ponentensystems bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom
b5-Reduktase verwendet. Die Zusammensetzung der Inkubationsansa¨tze orien-
tierte sich an Reeh et al. (2007) und den Inkubationen zur Bestimmung der
CYP-Aktivita¨ten (Kapitel 2.3.3). Die Inkubationen wurden in 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefa¨ßen in 100 µl 100 mM Kaliumphoshat-Puffer pH 6,3 bei einer
Substratkonzentration von 200 µM Benzamidoxim durchgefu¨hrt. Benzamidoxim
wurde in Aqua bidest. gelo¨st und auf die verwendete Konzentration verdu¨nnt. Die
Zellhomogenisate wurden in einer Proteinkonzentration von 250 µg/ml verwendet,
wobei unter Zellhomogenisat jeweils das Homogenisat von klassisch aktivierten
Makrophagen, NeoHepatozyten und jeweils prima¨ren porcinen bzw. humanen
Hepatozyten zu verstehen ist. In einer Inkubationsreihe wurde statt einer Protein-
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Substanz Homogenisat ohne Homogenisat
Kaliumphosphat-Puffer pH 6,3 ad 100 µl ad 100 µl
Homogenisat 25 µg -
Benzamidoxim (1 mM) 20 µl 20 µl
NADH (10 mM) 10 µl 10 µl
Tabelle 2.16.: Inkubationsansa¨tze zur Aktivita¨tsbestimmung der Benzamidoxim-Reduktion.
Jeder Ansatz wurde jeweils dreimal hergestellt und vermessen.
konzentration von 250 µg/ml eine Proteinkonzentration von 500 µg/ml verwendet.
Nach einer kurzen Vorinkubation mit dem Substrat Benzamidoxim wurde die
Reaktion mit NADH (1 mM) gestartet. Als Kontrolle wurden jeweils drei Ansa¨tze
ohne Zellhomogenisat mitvermessen. Jeder, der in Tabelle 2.16 dargestellten,
Ansa¨tze wurde dreimal hergestellt und vermessen. Die Inkubation bei 37◦C erfolgte
u¨ber 30 Minuten im Schu¨ttelwasserbad.
Die Inkubationsansa¨tze wurden mit 100 µl Acetonitril/Ameisensa¨ure pH 2,5 und
mit 100 µl 10%iger Ameisensa¨ure abgestoppt, geschu¨ttelt, bei 10.000 U/min
fu¨r 5 Minuten das gefa¨llte Protein abzentrifugiert und der U¨berstand in HPLC-
Probenfla¨schen u¨berfu¨hrt.
Die Analytik erfolgte unter der nachfolgend angegebenen Methode nach Reeh et
al. (2007). Der wa¨ssrige Anteil der mobilen Phase wurde durch einen Sartorius-
Membranfilter mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm filtriert und nach Zugabe
von Acetonitril 15 Minuten im Ultraschallbad entgast. Eine 7-Punkt-Kalibrierung
wurde zur Quantifizierung des gebildeten Benzamidins erstellt, die den Konzen-
trationsbereich von 0,1 µM bis 100 µM Benzamidin abdeckte. Zur Bestimmung
der Wiederfindung wurden die fu¨r die Kalibrierung angegebenen Konzentrationen
des Metaboliten in 200 µM Benzamidoxim-haltigem 100 mM Kaliumphoshat-
Puffer pH 6,3 hergestellt. Diese Ansa¨tze enthielten statt Homogenisat 25 µg
Hitze-denaturiertes Protein und waren sonst wie die Inkubationsansa¨tze zusam-
mengesetzt. Die weitere Aufarbeitung der Ansa¨tze erfolgte wie oben beschrieben.
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HPLC Pumpe Waters 600, Milford, CT, USA
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Milford, CT, USA
Autosampler Waters 717 plus, Milford, CT, USA
Integrator EZ Chrom Chromatography Data System,
Version 6.7 und EZ Chrom SS42 Interface,
Scientific Software Inc., Pleasanton, CA, USA
Stationa¨re Phase Synergy Max-RP 80A 250 × 4,6 mm (4 µm)
Vorsa¨ule: SecurityGuard C18 4 × 3 mm (4 µm)
beides Phenomenex, Aschaffenburg
Mobile Phase 82,5% 10 mM Octylsulfonat in Aqua bidest., pH 2,5
(mit konz. H3PO4 eingestellt)
17,5% Acetonitril (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 32 min
Injektionsvolumen 40 µl
Detektion UV: λ = 229 nm
Retentionszeiten Benzamidoxim 22,5 min ± 0,3 min
Benzamidin 25,4 min ± 0,3 min
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2.4. Ergebnisse
2.4.1. Isolierung und Kultivierung von Zellen monozyta¨ren
Ursprungs
Die Kultivierung der klassisch aktivierten Makrophagen und der NeoHepatozyten
ist vom Ausgangszustand der Bufficoats abha¨ngig, so dass manche Kulturen besser
wachsen als andere. Beispielhaft sind der Abbildung 2.8 NeoHepatozyten (a) und
klassisch aktivierte Makrophagen (b) dargestellt.
(a) NeoHepatozyten (b) klassisch aktivierte Makrophagen
Abbildung 2.8.: NeoHepatozyten am 20. Tag und klassisch aktivierte Makrophagen am 6.
Tag der Kultivierung.
2.4.2. Isolierung und Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
In Tabelle 2.17 sind beispielhaft Viabilita¨t der Zellen sowie Ausbeute und Gro¨ße
des zur Isolierung verwendeten Stu¨ckes der Schweineleber aufgefu¨hrt. In Tabelle
2.18 sind diese Parameter fu¨r die Isolierung humaner Hepatozyten angegeben.
Sowohl humane Hepatozyten, als auch porcine Hepatozyten sind bis zu 4 Tage
in Kultur gehalten worden. Nach dem Ausplattieren adha¨rieren die lebenden
Hepatozyten innerhalb von 90 Minuten an der Kollagen-beschichteten Oberfla¨che
der Gewebekulturgefa¨ße. Tote oder nicht-parenchymatische Zellen wachsen nicht
82
2.4. Ergebnisse
Schwein Gewicht des Ausbeute Viabilita¨t
Leberstu¨cks (g) (× 106 Zellen/g Leber) (%)
1 95 1,81 90
2 105 2,83 90
3 98 1,46 81
4 76 1,63 87
5 125 1,67 88
6 132 0,86 92
Tabelle 2.17.: Ausbeute und Viabilita¨t der isolierten porcinen Hepatozyten.
Mensch Gewicht des Ausbeute Viabilita¨t
Leberstu¨cks (g) (× 106 Zellen/g Leber) (%)
1 41 3,88 77
2 36 0,43 73
3 110 0,52 81
Tabelle 2.18.: Ausbeute und Viabilita¨t der isolierten humanen Hepatozyten.
an der Oberfla¨che an, so dass diese beim Mediumwechsel entfernt werden. Am
ersten Tag besitzen die adha¨renten Hepatozyten eine kreisrunde Zellform. Innerhalb
der na¨chsten 24 Stunden vera¨ndern sie ihre Gestalt und nehmen durch Spreiten
Kontakt zu den Nachbarzellen auf, so dass sich ein konfluenter Zellrasen ausbildet.
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CYP1A1/2 Aktivita¨t Hemmung
- Inhibitor + Inhibitor Signifikanz
Metyrapon Metyrapon
Zellart pmol Resorufin/min/mg Protein % Student´s t-Test
klassisch aktivierte
Makrophagen 0,66 ± 0,07 0,17 ± 0,04 74 p < 0,001
NeoHepatozyten 0,33 ± 0,04 0,08 ± 0,05 77 p < 0,001
humane Hepatozyten 0,77 ± 0,16 0,38 ± 0,08 50 p < 0,01
porcine Hepatozyten 6,57 ± 0,26 2,79 ± 0,37 58 p < 0,001
Tabelle 2.19.: U¨bersicht der CYP1A1/2-Aktivita¨ten und deren Hemmung.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
2.4.3. Cytochrom P450-Metabolimus
2.4.3.1. CYP1A1/2-Aktivita¨t
Zur Aktivita¨tsbestimmung von CYP1A1 und CYP1A2 in den Zellhomogenisaten ist
die Umsetzung von Ethoxyresorufin zu fluoreszierendem Resorufin verwendet wor-
den (Abbildung 2.2). Die Kalibrierungen von 3,9 nM bis 1000 nM des Metaboliten
Resorufin sind sowohl vor dem Zusatz der β-Glucuronidase (r2 > 0,9993) als auch
nach dem Zusatz (r2 > 0,9984) u¨ber den gesamten Konzentrationsbereich linear ver-
laufen.
Die Ethoxyresorufin-O-Desethylierungsaktivita¨t von klassisch aktivierten Makro-
phagen (kaM) und humanen Hepatozyten (HH) liegen im gleichen Bereich, wa¨hrend
die Umsetzung durch NeoHepatozyten (NH) geringer ist (Abbildung 2.9). Schwei-
nehepatozyten (SH) besitzen eine achtfach ho¨here CYP1A1/2-Aktivita¨t als humane
Hepatozyten (Abbildung 2.10). Die CYP1A1/2-Aktivita¨ten von den verwendeten
Zellhomogenisaten lassen sich signifikant durch den CYP-Inhibitor Metyrapon hem-
men. Die gemessenen Aktvita¨ten sowie das Ausmaß der Inhibition sind in Tabelle
2.19 aufgefu¨hrt.
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Abbildung 2.9.: CYP1A1/2-Aktivita¨ten von klassisch aktivierten Makrophagen (kaM), Neo-
Hepatozyten (NH) und humanen Hepatozyten (HH) ohne und mit Metyrapon
(1 mM) als Inhibitor.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
Abbildung 2.10.: CYP1A1/2-Aktivita¨ten von humanen Hepatozyten (HH) und porcinen
Hepatozyten (SH) ohne und mit Metyrapon (1 mM) als Inhibitor.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen
Inkubationsansa¨tzen angegeben.
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In Hepatozyten und anderen Zellen laufen sowohl Phase I- als auch Phase II-
Reaktionen ab, so dass durch Phase I-Reaktion gebildetes Resorufin in einer
Phase II-Reaktion an Konjugate gekoppelt wird. Konjugiertes Resorufin fluo-
resziert nicht mehr und entzieht sich so der direkten Vermessung. Durch Zusatz
von β-Glucuronidase mit Sulfatase-Aktivita¨t im Anschluss an die eigentliche
Inkubation wird Resorufin aus den Konjugaten freigesetzt und kann wiederum
fluorimetrisch erfasst werden. Klassisch aktivierte Makrophagen (kaM) und humane
Hepatozyten (HH) bilden sowohl freies Resorufin als auch konjugiertes Resorufin.
NeoHepatozyten (NH) bilden nur konjugiertes Resorufin (Abbildung 2.11). Bei
homogenisierten porcinen Hepatozyten liegt Resorufin im Gegensatz dazu haupt-
sa¨chlich unkonjugiert vor.
Abbildung 2.11.: CYP1A1/2-Aktivita¨t und Phase II-Aktivita¨t anhand der Ethoxyresorufin-O-
Desethylierung durch klassisch aktivierte Makrophagen (kaM), NeoHepato-
zyten (NH) und humanen Hepatozyten (HH).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen von angegeben. sind kaM und NH von mindestens 3 Spender
verwendet worden.
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2.4.3.2. CYP2C9-Aktivita¨t
Zur Bestimmung der CYP2C9-Aktivita¨t wurde der Metabolismus von Octyl-O-
methoxyresorufin (OOMR) zu Resorufin verwendet (Abbildung 2.3).
U¨ber den gesamten Konzentrationsbereich von 3,9 nM bis 1000 nM Resorufin sind
die Kalibrierungen sowohl vor dem Zusatz (r2 > 0,9998) als auch nach dem Zusatz
der β-Glucuronidase (r2 > 0,9990) linear verlaufen.
Auch bei der CYP2C9-Aktivita¨tsbestimmung wird der Metabolit Resorufin glu-
curonidiert bzw. sulfatiert. Bei den dargestellten Ergebnisse handelt es sich um
das gemessene Gesamtresorufin nach der Behandlung mit β-Glucuronidase mit
Sulfatase-Aktivita¨t.
Eine Umsetzung des Octyl-O-methoxyresorufin-Metabolismus zu Resorufin ist so-
wohl in klassisch aktivierten Makrophagen, NeoHepatozyten als auch humanen und
porcinen Hepatozyten zu beobachten (Abbildung 2.12). Octyl-O-methoxyresorufin
wird von klassisch aktivierten Makrophagen und NeoHepatozyten mit der gleichen
Aktivita¨t metabolisiert. Diese Aktivita¨t ist um den Faktor acht geringer als von
humanen Hepatozyten. Metyrapon ist nicht in der Lage, die Umsetzung von
Octyl-O-methoxyresorufin zu Resorufin in klassisch aktivierten Makrophagen
und NeoHepatozyten signifikant zu hemmen. Der Octyl-O-methoxyresorufin-
Metabolimus durch humane und porcine Hepatozyten la¨sst sich signifikant durch
Metyrapon hemmen. Wie auch bei der Bestimmung der CYP1A1/2-Aktivita¨t
weisen porcine Hepatozyten bei der Bestimmung des CYP2C-Metabolismus eine
sieben-fach ho¨here Aktivita¨t als humane Hepatozyten auf (Abbildung 2.13). Die
gemessenen Aktivita¨ten der Zellhomogenisate, sowie das Ausmaß der Inhibition
sind in Tabelle 2.20 aufgefu¨hrt.
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Abbildung 2.12.: CYP2C9-Aktivita¨ten von klassisch aktivierten Makrophagen (kaM), Neo-
Hepatozyten (NH) und humanen Hepatozyten (HH) ohne und mit Metyra-
pon (1 mM) als Inhibitor.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH
von mindestens 3 Spender verwendet worden.
Abbildung 2.13.: CYP2C9-Aktivita¨ten von humanen Hepatozyten (HH) und porcinen
Hepatozyten (SH) ohne und mit Metyrapon (1 mM) als Inhibitor.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen
Inkubationsansa¨tzen angegeben.
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CYP2C9 Aktivita¨t Hemmung
- Inhibitor + Inhibitor Signifikanz
Metyrapon Metyrapon
Zellart pmol Resorufin/min/mg Protein % Student´s t-Test
klassisch aktivierte
Makrophagen 0,16 ± 0,12 0,06 ± 0,02 63 p < 0,5
NeoHepatozyten 0,16 ± 0,11 0,11 ± 0,07 34 p < 0,1
humane Hepatozyten 1,34 ± 0,06 0,38 ± 0,06 70 p < 0,05
porcine Hepatozyten 9,50 ± 0,20 3,19 ± 0,13 66 p < 0,001
Tabelle 2.20.: U¨bersicht der CYP2C9-Aktivita¨t und deren Hemmung.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
89
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
2.4.3.3. CYP2E1-Aktivita¨t
Zur Aktivita¨tsbestimmung von CYP2E1 in den Zellhomogenisaten wird der
Metabolismus von 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin (MFC) zu fluoreszierenden
7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin (HFC) verwendet (Abbildung 2.4).
2.4.3.3.1. Bestimmung des Metaboliten durch Fluorimetrie U¨ber den
gesamten Konzentrationsbereich von 1,95 nM bis 1000 nM 7-Hydroxy-4-
trifluoromethylcumarin (HFC) sind die Kalibrierungen (r2 > 0,9966) linear
verlaufen.
Bei der Vermessung der Inkubationsansa¨tze mit klassisch aktivierten Makropha-
gen und NeoHepatozyten schwanken die Mengen des detektierten Metaboliten
7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin stark, so dass nicht von einer signifikanten
CYP2E1-Aktivita¨t gesprochen werden kann (Abbildung 2.14). Der Grund dafu¨r
ko¨nnten sto¨rende Einflu¨sse des NADPH sein.
In humanen und porcinen Hepatozyten konnte eine CYP2E1-Aktivita¨t bestimmt
werden, die sich signifikant durch Metyrapon hemmen la¨sst (Abbildung 2.15),
wobei die Hemmung der Aktivita¨t von Schweinehepatozyten geringer ausfa¨llt.
Die gemessene Aktivita¨t von humanen Hepatozyten ist zweimal so hoch wie von
Schweinehepatozyten.
Die gemessenen Aktivita¨ten der Zellhomogenisate, sowie das Ausmaß der Inhibition
sind in Tabelle 2.21 aufgefu¨hrt.
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Abbildung 2.14.: CYP2E1-Aktivita¨ten von klassisch aktivierten Makrophagen (kaM) und
NeoHepatozyten (NH) ohne und mit Metyrapon (1 mM) als Inhibitor.
Die Proben wurden im Fluorimeter vermessen. Die Umsetzungen sind als Mittel-
werte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsansa¨tzen angegeben.
Abbildung 2.15.: CYP2E1-Aktivita¨ten von humanen Hepatozyten (HH) und porcinen
Hepatozyten (SH) ohne und mit Metyrapon (1 mM) als Inhibitor.
Die Proben wurden im Fluorimeter vermessen. Die Umsetzungen sind als Mittel-
werte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsansa¨tzen angegeben.
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CYP2E1 Aktivita¨t Hemmung
- Inhibitor + Inhibitor Signifikanz
Metyrapon Metyrapon
Zellart pmol HFC/min/mg Protein % Student´s t-Test
klassisch aktivierte
Makrophagen 1,06 ± 1,52 -0,01 ± 0,31 99 p < 0,1
NeoHepatozyten 0,57 ± 0,50 0,17 ± 0,94 70 p < 0,5
humane Hepatozyten 20,0 ± 2,72 8,31 ± 0,78 58 p < 0,05
porcine Hepatozyten 10,81 ± 1,20 1,05 ± 0,70 90 p < 0,001
Tabelle 2.21.: U¨bersicht der CYP2E1-Aktivita¨t und deren Hemmung.
Die Proben wurden durch Fluorimetrie vermessen. Die Umsetzungen sind als Mittel-
werte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsansa¨tzen angegeben. Um diese
Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von mindestens 3 Spender verwendet worden.
CYP2E1 Aktivita¨t Hemmung
- Inhibitor + Inhibitor Signifikanz
Metyrapon Metyrapon
Zellart pmol HFC/min/mg Protein % Student´s t-Test
klassisch aktivierte
Makrophagen n. d. n. d. - -
NeoHepatozyten n. d. n. d. - -
humane Hepatozyten 5,66 ± 1,11 2,10 ± 0,17 63 p < 0,001
porcine Hepatozyten 3,45 ± 1,53 0,49 ± 0,33 86 p < 0,001
Tabelle 2.22.: U¨bersicht der CYP2E1-Aktivita¨t und deren Hemmung.
Die Proben wurden durch HPLC mit Fluoreszenz-Detektion vermessen. Die Umset-
zungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsansa¨tzen
angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von mindestens 3 Spender
verwendet worden. n. d.: nicht detektierbar.
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Abbildung 2.16.: CYP2E1-Aktivita¨ten von humanen Hepatozyten (HH) und porcinen
Hepatozyten (SH) ohne und mit Metyrapon (1 mM) als Inhibitor.
Die Proben sind durch HPLC mit Fluoreszenz-Detektion vermessen worden. Die
Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubati-
onsansa¨tzen angegeben.
2.4.3.3.2. Bestimmung des Metaboliten durch HPLC Zur Kalibrierung und
Wiederfindung des 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin sind die Fla¨chen der mittels
HPLC-Analytik erhaltenen Signale mit den eingesetzten Konzentrationen von 2 nM
bis 200 nM korreliert worden. Die Funktionen der Kalibrierung (r2 = 0,9978) und
Wiederfindung (r2 = 0,9999) sind u¨ber den gesamten Konzentrationsbereich linear
verlaufen. Die Wiederfindungsrate hat 98,6 ± 9,9% betragen.
Bei der Vermessung der Inkubationsansa¨tze mit klassisch aktivierten Makrophagen
und NeoHepatozyten kann der Metabolit 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin
(HFC) im Gegensatz zu humanen Hepatozyten nicht detektiert werden (2.17).
Die Nachweisgrenze liegt bei einer Konzentration von 2 nM HFC, d. h. die
Aktivita¨t der klassisch aktivierten Makrophagen und NeoHepatozyten mu¨sste
unter 0,09 pmol HFC/min/mg Protein liegen. Humane Hepatozyten setzen 7-
Methoxy-4-trifluoromethylcumarin mit einer 1,6-fach ho¨heren Aktivita¨t als porcine
Hepatozyten um (Abbildung 2.16). Metyrapon erweist sich bei Schweinehepatozyten
als potenterer Inhibitor als bei humanen Hepatozyten (Tabelle 2.22).
93
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
(a) klassisch aktivierte Makrophagen
(b) NeoHepatozyten
(c) humane Hepatozyten
Abbildung 2.17.: Repra¨sentative HPLC-Chromatogramme nach der Inkubation des 7-
Methoxy-4-trifluoromethylcumarins (MFC) mit (a) klassisch aktivierten Ma-
krophagen, (b) NeoHepatozyten und (c) humanen Hepatozyten.
Der Metabolit 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin (HFC) kann nur nach der In-
kubation mit humanen und porcinen Hepatozyten detektiert werden.
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2.4.3.4. CYP3A4/5-Aktivita¨t
Der Metabolismus von Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (DBOMF) durch CYP3A4
und CYP3A5 zu fluoreszierendem Fluorescein ist zur Aktivita¨tsbestimmung
verwendet worden (Abbildung 2.5).
Die Kalibrierungen (r2 > 0,9969) von 1,95 nM bis 1000 nM des Metaboliten
Fluorescein sind u¨ber den gesamten Konzentrationsbereich linear verlaufen.
Durch den Zusatz von Salicylamid werden Phase II-Reaktionen unterbunden.
Klassisch aktivierte Makrophagen und NeoHepatozyten setzen Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein zu Fluorescein um. Allerdings vermindern weder der selektive
kompetitive CYP3A-Inhibitor Ketoconazol noch der nicht-selektive Inhibitor Mety-
rapon die Umsetzung (Abbildung 2.18). In Tabelle 2.23 sind die Umsetzungsraten
mit und ohne Inhibitoren aufgefu¨hrt. In Tabelle 2.24 ist das Ausmaß der Hemmung
zu finden.
Da typische CYP-Inhibitoren keinen Einfluss auf den Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein-Metabolismus durch klassisch aktivierte Makrophagen und
NeoHepatozyten haben, ist untersucht worden, in wie weit dieser Metabolismus
NADPH-abha¨ngig ist. Die Zugabe von NADPH (1 mM) zeigt keinen signifikanten
Einfluss auf die Aktivita¨t im Vergleich zu keinem Zusatz von NADPH und NADH
zu den jeweiligen Zellhomogenisaten. NADH (1 mM) im Unterschied dazu reduziert
die DBOMF-Umsetzung minimal (Abbildung 2.20).
Humane und porcine Hepatozyten metabolisieren Dibenzyl-O-methoxyfluorescein
zu Fluorescein. Die Inhibitoren Ketoconazol und Metyrapon hemmen die Umset-
zung signifikant (Abbildung 2.19). Die gemessene CYP3A-Aktivita¨t von porcinen
Hepatozyten ist sechsfach ho¨her als die von humanen Hepatozyten. Ketoconazol
erweist sich bei porcinen Hepatozyten als potenterer Inhibitor des Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein-Metabolismus als Metyrapon. Bei humanen Hepatozyten ist es
umgekehrt (Tabelle 2.24).
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CYP3A Aktivita¨t
- Inhibitor + Inhibitor + Inhibitor
Metyrapon Ketoconazol
Zellart pmol Fluorescein/min/mg Protein
klassisch aktivierte
Makrophagen 0,24 ± 0,11 0,28 ± 0,08 0,23 ± 0,14
NeoHepatozyten 0,26 ± 0,09 0,33 ± 0,08 0,33 ± 0,10
humane Hepatozyten 7,08 ± 0,60 0,96 ± 0,08 2,71 ± 0,14
porcine Hepatozyten 44,3 ± 6,14 3,71 ± 0,24 2,63 ± 0,07
Tabelle 2.23.: U¨bersicht der CYP3A-Aktivita¨ten und deren Hemmung.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inku-
bationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
CYP3A4/5 Hemmung
Metyrapon Ketoconazol
Hemmung Signifikanz Hemmung Signifikanz
Zellart % Student´s t-Test % Student´s t-Test
klassisch aktivierte
Makrophagen -16 p < 1 5 p < 1
NeoHepatozyten -27 p < 0,1 -24 p < 1
humane Hepatozyten 86 p < 0,01 62 p < 0,001
porcine Hepatozyten 92 p < 0,01 94 p < 0,01
Tabelle 2.24.: U¨bersicht u¨ber Ausmaß und Signifikanz der CYP3A-Aktivita¨tshemmung.
Die Grundaktivita¨t ohne Inhibitor ist jeweils gleich 100% gesetzt. Um diese Werte zu
ermitteln, sind kaM und NH von mindestens 3 Spender verwendet worden.
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Abbildung 2.18.: Hemmung der CYP3A4/5-Aktivita¨ten durch Metyrapon und Ketoconazol
von klassisch aktivierten Makrophagen (kaM), NeoHepatozyten (NH) und
humanen Hepatozyten (HH).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inku-
bationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
Abbildung 2.19.: Hemmung der CYP3A-Aktivita¨ten durch Metyrapon und Ketoconazol von
humanen Hepatozyten (HH) und porcinen Hepatozyten (SH).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inku-
bationsansa¨tzen angegeben.
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Abbildung 2.20.: Einfluss der Cofaktoren NADPH und NADH auf den Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein-Metabolismus zu Fluorescein durch klassisch aktivierte
Makrophagen (kaM) und NeoHepatozyten (NH).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inku-
bationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
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2.4.4. Induktion des Cytochrom P450-Metabolismus
2.4.4.1. CYP1A1/2-Aktivita¨t der induzierten Zellen
Zur Untersuchung der Induktion ist als Markerreaktion die Ethoxyresorufin-
O-Desethylierung verwendet worden, wie bereits in Kapitel 2.4.3.1 fu¨r die
CYP1A1/2-Aktivita¨t beschrieben. Eine Steigerung der Umsetzung soll dabei auf
eine Induktion schließen lassen.
In Abbildung 2.21 sind die CYP1A1/2-Aktivita¨ten nach 48-stu¨ndiger Induktion fu¨r
klassisch aktivierte Makrophagen (a), fu¨r NeoHepatozyten (b) und als Kontrolle
der Bedingungen fu¨r porcine Hepatozyten (c) aufgefu¨hrt. Da große interindividuelle
Unterschiede zwischen den einzelnen Spendern bestehen, sind die Aktivita¨ten der
einzelnen Spender aufgefu¨hrt. NeoHepatozyten und klassisch aktivierte Makropha-
gen stammen aus Buffy Coats von denselben Spendern. In Tabelle 2.25 sind die
Aktivita¨ten in Prozent im Vergleich zur Lo¨sungsmittelkontrolle mit Acetonitril
aufgefu¨hrt.
In klassisch aktivierten Makrophagen steigert Acetonitril als Lo¨sungsmittelkon-
trolle die Aktivita¨t, wa¨hrend 3-Methylcholanthren weitestgehend die Aktivita¨t
senkt. In NeoHepatozyten sind keine eindeutigen Effekte durch Acetonitril oder
3-Methylcholanthren zu erkennen. Im Gegensatz dazu ist bei porcinen Hepatozyten
eine Induktion um den Faktor 22 durch 3-Methylcholanthren im Vergleich zur
Acetonitrilkontrolle zu beobachten. Acetonitril an sich reduziert die CYP1A1/2-
Aktivita¨t um den Faktor 1,5 im Vergleich zum reinen Kulturmedium. Die Ergebnisse
der porcinen Hepatozyten zeigen, dass die Bedingungen geeignet gewesen sind, um
CYP1A1/2 zu induzieren. In klassisch aktivierten Makrophagen und NeoHepato-
zyten la¨sst sich diese Enzymaktivita¨t nicht induzieren.
99
2. Charakterisierung des Arzneistoff-Metabolismus von NeoHepatozyten
(a) klassisch aktivierte Makrophagen (b) NeoHepatozyten
(c) porcine Hepatozyten
Abbildung 2.21.: CYP1A1/2 vermittelte Ethoxyresorufin-O-Desethylierung nach 48-
stu¨ndiger Induktion mit 2,5 µM 3-Methylcholanthren, Acetonitril (0,66%)
als Lo¨sungsmittelkontrolle sowie die Grundaktivita¨t von (a) klassisch akti-
vierten Makrophagen, (b) NeoHepatozyten und (c) porcinen Hepatozyten.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen
Inkubationsansa¨tzen angegeben.
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CYP1A1/2- ohne Acetonitril 3-Methylcholanthren
Induktion Zusatz 0,66% 2, 5 µM
Aktivita¨t (%) bezogen auf die Lo¨sungsmittelkontrolle Acetonitril
klassisch aktivierte
Makrophagen
Spender 1 45,1 ± 16,4 100 ± 26,8 17,0 ± 4,46
Spender 2 23,7 ± 31,3 100 ± 19,3 92,2 ± 18,3
Spender 3 44,5 ± 5,33 100 ± 28,9 20,7 ± 3,21
Spender 4 16,8 ± 3,36 100 ± 9,21 6,14 ± 0,85
Spender 5 34,9 ± 5,59 100 ± 3,97 18,5 ± 4,15
Spender 6 78,1 ± 23,7 100 ± 10,2 38,0 ± 21,2
NeoHepatozyten
Spender 1 55,6 ± 32,3 100 ± 26,6 77,6 ± 20,2
Spender 2 453 ± 12,7 100 ± 76,9 335 ± 156
Spender 3 111 ± 21,7 100 ± 18,9 58,9 ± 15,1
Spender 4 92,3 ± 3,63 100 ± 73,4 4,00 ± 42,5
Spender 5 173 ± 70,9 100 ± 55,3 203 ± 119
Spender 6 57,8 ± 31,4 100 ± 24,7 56,4 ± 16,2
porcine Hepatozyten 148,3 ± 4,74 100 ± 7,57 1848 ± 836
Tabelle 2.25.: U¨bersicht der Induktion der durch CYP1A1/2 katalysierten Ethoxyresorufin-
O-Desethylierung im Vergleich zur Lo¨sungsmittelkontrolle Acetonitril. Die Um-
setzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsan-
sa¨tzen angegeben.
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2.4.4.2. CYP3A4/5-Aktivita¨t der induzierten Zellen
Zur Untersuchung der Induktion ist als Markerreaktion der Metabolismus von
Dibenzyl-O-methoxyfluorescein (DBOMF) zu Fluorescein vermessen worden, wie
bereits in Kapitel 2.4.3.4 fu¨r die CYP3A4/5-Aktivita¨t beschrieben. Aus einer
Steigerung der Umsetzung soll sich auf eine Induktion schließen lassen.
In Abbildung 2.22 sind die CYP3A4/5-Aktivita¨ten fu¨r klassisch aktivierte Makro-
phagen (a), fu¨r NeoHepatozyten (b) und als Kontrolle der Bedingungen fu¨r humane
(c) und porcine (d) Hepatozyten aufgefu¨hrt. Bei diesem Versuch sind keine sehr
großen interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Spender beobachtet
worden, so dass die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt sind. NeoHepatozyten
und klassisch aktivierte Makrophagen stammen aus Buffycoats von denselben
Spendern.
Sowohl in klassisch aktivierten Makrophagen und NeoHepatozyten als auch in
humanen und porcinen Hepatozyten steigert der Einsatz von DMSO als Lo¨sungs-
mittelkontrolle die Bildung des Metaboliten Fluorescein gegenu¨ber der Kontrolle
mit reinen Kulturmedium deutlich (Tabelle 2.26). Rifampicin und Phenobarbital
zusammen steigern die Aktivita¨t von klassisch aktivierten Makrophagen, wohinge-
gen Rifampicin alleine im Vergleich zu DMSO keine Steigerung bewirkt. Dagegen
hat in NeoHepatozyten Rifampicin weder alleine noch mit Phenobarbital zusammen
Einfluss auf den DBOMF-Metabolismus. In humanen Hepatozyten zeigt sich durch
Rifampicin eine signifikante Steigerung der Aktitivita¨t (p < 0,01), die sich durch
die Kombination von Rifampicin mit Phenobarbital fast verdoppelte. Damit a¨hnelt
das Ansprechen der klassisch aktivierten Makrophagen auf CYP3A-Induktoren
dem von humanen Hepatozyten. Porcine Hepatozyten weisen nur eine signifikate
Steigerung (p < 0,001) durch Rifampicin auf. Die Kombination von Rifampicin mit
Phenobarbital fu¨hrt zur keiner weiteren Steigerung der Aktivita¨t. Das Ausmaß der
Induktion durch Rifampicin ist in klassisch aktivierten Makrophagen, humanen und
porcinen Hepatozyten unterschiedlich (Tabelle 2.26).
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(a) klassisch aktivierte Makrophagen (b) NeoHepatozyten
(c) humane Hepatozyten (d) porcine Hepatozyten
Abbildung 2.22.: CYP3A4/5 vermittelter Dibenzyl-O-methoxyfluorescein-Metabolismus nach
48-stu¨ndiger Induktion mit 25 µM Rifampicin (RIF), 25 µM Rifampicin und
1,5 mM Phenobarbital (RIF+PB) und DMSO (0,1%) als Lo¨sungsmittelkon-
trolle von (a) klassisch aktivierten Makrophagen, (b) NeoHepatozyten, (c)
humanen und (d) porcinen Hepatozyten.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH
von mindestens 3 Spender verwendet worden.
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CYP3A4/5- Kontrolle DMSO Rifampicin Rifampicin
Induktion 0,1% 25 µM und Phenobarbital
25 µM und 1,5 mM
Aktivita¨t (%) bezogen auf die Lo¨sungsmittelkontrolle DMSO
klassisch aktivierte
Makrophagen 28,7 ± 21,6 100 ± 19,6 113 ± 48,9 183 ± 24,2
NeoHepatozyten 22,5 ± 6,11 100 ± 31,8 86,7 ± 44,0 113 ± 5,11
humane Hepatozyten 53,4 ± 4,57 100 ± 5,64 168 ± 8,69 328 ± 6,53
porcine Hepatozyten 52,9 ± 8,48 100 ± 3,51 232 ± 5,12 228 ± 2,00
Tabelle 2.26.: U¨bersicht der Induktion des durch CYP3A4/5 katalysierten Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein-Metabolismus im Vergleich zur Lo¨sungsmittelkontrolle
DMSO.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SEM aus mindestens 3 verschiedenen In-
kubationsansa¨tzen angegeben. Um diese Werte zu ermitteln, sind kaM und NH von
mindestens 3 Spender verwendet worden.
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2.4.5. Testosteron-Metabolismus
2.4.5.1. Untersuchung der Testosteron-Metaboliten durch LC/MS-Analytik
Bei der Vermessung von Inkubationsansa¨tzen von NeoHepatozyten und klas-
sisch aktivierten Makrophagen mit Testosteron durch HPLC mit UV-Detektion
ist ein kleiner zeitlich minimal verschobener Peak statt des erwarteten 6β-
Hydroxytestosteron-Signal detektiert worden. Um zu kla¨ren, ob es sich dabei um
das erwartete β-Hydroxytestosteron oder einen anderen Metaboliten handelt, sind
die Proben durch LC/MS vermessen worden. Dabei hat sich gezeigt, dass der
Molekularpeak des 6β-Hydroxytestosterons m/z von 303 ([M−H2+H]+) und der
gebildete Metabolit ein Molekularpeak von m/z = 305 ([M+H]+) aufweist. Die
gebildeten Fragmentionen entsprechen der Abspaltung von Wasser. Daraufhin sind
verschiedene mo¨gliche Metabolite ausgewa¨hlt und als Standard bestellt worden und
eine Methode ist entwickelt worden, die die Trennung der beiden Substanzen in
kleinen Konzentrationen zur Identifizierung ermo¨glicht.
Aufgrund des gleichen Massen/Ladungs-Verha¨ltnisses des Molekularpeaks
(m/z = 305), der erhaltenen Fragmentierung, des Masse/Ladungs-Verha¨ltnis der
Hauptfragmente und der gleichen Retentionszeit kann der Metabolit von NeoHepato-
zyten sowie von klassisch aktivierten Makrophagen als 16α-Hydroxytestosteron
identifiziert werden (Abbildung 2.23). Außerdem fu¨hrt das Versetzen eines Inkuba-
tionsansatz mit 16α-Hydroxytestosteron-Standard zu keiner Vera¨nderung von der
Retentionszeit, der Peakbreite der Ionenspur und des Massenspektrums bei einer
Retentionszeit von 13,5 Minuten im Vergleich zum Inkubationsansatz ohne Zusatz.
Als Hauptmetabolit von Testosteron nach der Inkubation mit NeoHepatozyten
und klassisch aktivierten Makrophagen kann Androstendion identifiziert werden.
Massen/Ladungs-Verha¨ltnis des Molekularpeaks (m/z = 287), erhaltene Fragmen-
tierung, Masse/Ladungs-Verha¨ltnis der Hauptfragmente und Retentionszeit von
Metabolit und Androstendion-Standard stimmen u¨berein (Abbildung 2.24).
Humane Hepatozyten bilden als Hauptmetaboliten von Testosteorn 6β-
Hydroxytestosteron gefolgt von Androstendion. Weitere Hydroxytestosteron-
Derivate entstehen ebenfalls als Metabolite.
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(a) 16α-Hydroxytestosteron-Standard
(b) Testosteron-Metabolit aus einer Inkubation mit Neo-
Hepatozyten
Abbildung 2.23.: Repra¨sentative Massenspektren des 16α-Hydroxytestosteron-Standards (a)
und des Metaboliten aus einer Testosteron-Inkubation mit NeoHepatozyten
(b) mit einer Retentionszeit von 13,5 ± 0,7 min.
In Abbildung 2.25 sind repra¨sentative Ionenchromatogramme der Inkubations-
ansa¨tze von klassisch aktivierten Makrophagen (a), NeoHepatozyten (b) und
humane Hepatozyten (c) aufgefu¨hrt. In den Ionenchromatogrammen von klassisch
aktivierten Makrophagen und NeoHepatozyten kann 6β-Hydroxytestosteron in
sehr geringen Konzentrationen detektiert werden. Identische Konzentrationen
werden auch in der Kontrollinkubation mit durch Methanol geto¨teten Zellen
und in der Testosteron-Substratlo¨sung detektiert. Es scheint als wu¨rden Neo-
Hepatozyten und klassisch aktivierte Makrophagen 6β-Hydroxytestosteron nicht
als Testosteron-Metaboliten bilden. Stattdessen ko¨nnen nur die Metaboliten
16α-Hydroxytestosteron und Androstendion gefunden werden.
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(a) Androstendion-Standard
(b) Testosteron-Metabolit aus einer Inkubation mit Neo-
Hepatozyten
Abbildung 2.24.: Repra¨sentative Massenspektren des Androstendion-Standards (a) und des
Metaboliten aus einer Testosteron-Inkubation mit NeoHepatozyten (b) mit
einer Retentionszeit von 33 ± 2,0 min.
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(a) klassisch aktivierte Makrophagen
(b) NeoHepatozyten
(c) humane Hepatozyten
Abbildung 2.25.: Repra¨sentative Ionenchromatogramme der Ionen 287, 303 und 305 von
Testosteron-Inkubationen mit klassisch aktivierten Makrophagen (a), Neo-
Hepatozyten (b) und humanen Hepatozyten (c). 6β-Hydroxytestosteron
(1), 16α-Hydroxytestosteron (2) und Androstendion (3) ko¨nnen zugeordnet
werden.
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2.4.5.2. Quantifizierung der Testosteron-Metaboliten durch HPLC-Analytik
Zur Kalibrierung und Wiederfindung sind die Fla¨chen der mittels HPLC-Analytik
erhaltenen Signale mit den eingesetzten Konzentrationen korreliert worden. Da
sich die Aktivita¨ten stark unterscheiden, sind unterschiedliche Kalibrierungs- und
Wiederfindungskonzentrationen fu¨r prima¨re Hepatozyten und fu¨r monozyta¨re
Zellen vermessen worden.
Zur Quantifizierung der durch monozyta¨re Zellen gebildeten Metabolite sind
6β-Hydroxytestosteron und 16α-Hydroxytestosteron in Konzentrationen von 20
nM bis 500 nM und Androstendion von 20 nM bis 2000 nM eingesetzt worden.
Die Funktionen der Kalibrierung und Wiederfindung sind u¨ber den gesamten
Konzentrationsbereich fu¨r 6β-Hydroxytestosteron (Kalibrierung: r2 = 0,9992; Wie-
derfindung: r2 = 0,9989) und 16α-Hydroxytestosteron (Kalibrierung: r2 = 0,9994;
Wiederfindung: r2 = 0,9988) sowie Androstendion (Kalibrierung: r2 = 0,9982;
Wiederfindung: r2 = 0,9967) linear verlaufen. Die Wiederfindungsrate fu¨r 6β-
Hydroxytestosteron hat 174,2 ± 16,3%, fu¨r 16α-Hydroxytestosteron 111,0 ± 23,0%
und fu¨r Androstendion 100,9 ± 8,1% betragen.
6β-Hydroxytestosteron ist in Konzentrationen von 10 µM bis 150 µM, 16α-
Hydroxytestosteron und Androstendion von 0,1 µM bis 50 µM zur Quantifizierung
der durch Hepatozyten gebildeten Metaboliten eingesetzt worden. Die Funktionen
der Kalibrierung und Wiederfindung sind u¨ber den gesamten Konzentrations-
bereich fu¨r 6β-Hydroxytestosteron (Kalibrierung: r2 = 0,9993; Wiederfindung:
r2 = 0,9993) und 16α-Hydroxytestosteron (Kalibrierung: r2 = 0,9983; Wiederfin-
dung: r2 = 0,9960) sowie Androstendion (Kalibrierung: r2 = 0,9960; Wiederfindung:
r2 = 0,9962) linear verlaufen. Die Wiederfindungsrate fu¨r 6β-Hydroxytestosteron
in diesen ho¨heren Konzentrationen hat 117,3 ± 16,3%, fu¨r 16α-Hydroxytestosteron
110,0 ± 21,5% und fu¨r Androstendion 114,5 ± 19,2% betragen.
Die Auflo¨sung zwischen 6β-Hydroxytestosteron und 16α-Hydroxytestosteron hat
0,7 betragen, d. h. die Peaks der beiden Substanzen u¨berlappen sich mehr als
2% und sind nicht Basislinien getrennt, da die Auflo¨sung deutlich kleiner als 1,4
ist. Aufgrund der kleinen Auflo¨sung ist die Quantifizierung der Peakfla¨chen von
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6β-Hydroxytestosteron und 16α-Hydroxytestosteron mit einem gro¨ßeren Fehler
behaftet. Die Auflo¨sung ist konzentrationsabha¨ngig. Wird 6β-Hydroxytestosteron,
wie in prima¨ren Hepatozyten, in 300-fach ho¨herem Ausmaß gebildet als 16α-
Hydroxytestosteron, u¨berdeckt der 6β-Hydroxytestosteron-Peak den deutlich
kleineren 16α-Hydroxytestosteron-Peak. Die Auflo¨sung geht in diesem Fall gegen
null.
2.4.5.2.1. Testosteron-Metabolismus von NeoHepatozyten, klassisch aktivier-
ten Makrophagen und prima¨ren Hepatozyten Zur Quantifizierung sind die Inku-
bationen mit Testosteron von NeoHepatozyten, klassisch aktivierten Makrophagen,
humanen und porcinen Hepatozyten durch HPLC analysiert worden.
Der durch CYP3A-gebildete Testosteron-Metabolit 6β-Hydroxytestosteron la¨sst sich
in den Inkubationsansa¨tzen von NeoHepatozyten und klassisch aktivierte Makro-
phagen nicht quantifizieren. In den Kontrollansa¨tzen mit durch Methanol abgeto¨ten
Zellen sind die gefundenen Peakfla¨chen a¨hnlich hoch wie bei den Proben. Die Be-
stimmungsgrenze liegt bei 20 nM, was einer Aktivita¨t von 0,06 pmol/min/mg Pro-
tein entsprechen wu¨rde. Diese Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen der LC/MS-
Vermessung (Kapitel 2.4.5.1). Die Testosteron-Metaboliten 16α-Hydroxytestosteron
und Androstendion ko¨nnen in Inkubationsu¨bersta¨nden von NeoHepatozyten und
klassisch aktivierten Makrophagen quantifiziert werden (Abbildung 2.26). Hierzu
sind beispielhaft die Zellen von zwei Spendern verwendet worden. Die Umsetzungen
von Testosteron durch beide Spender zu den Metaboliten 16α-Hydroxytestosteron
(a) und Androstendion (c) erfolgt in stark unterschiedlichem Ausmaß, so dass beim
Testosteron-Metabolismus von interindividuellen Einflu¨ssen ausgegangen werden
kann. Allerdings scheint der Testosteron-Metabolismus in NeoHepatozyten sta¨rker
ausgepra¨gt zu sein, als in klassisch aktivierten Makrophagen. NeoHepatozyten und
klassisch aktivierte Makrophagen bilden als Hauptmetabolite von Testosteron An-
drostendion.
Humane Hepatozyten metabolisieren Testosteron hauptsa¨chlich u¨ber CYP3A4 zu
6β-Hydroxytestosteron (Abbildung 2.26 (b)). In geringerem Ausmaß wird An-
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drostendion gebildet (d). Durch LC/MS kann ebenfalls die Bildung von 16α-
Hydroxytesteron gezeigt werden (Kapitel 2.4.5.1). Wenn die Konzentration von 6β-
Hydroxytestosteron zu hoch ist, la¨sst sich mit der verwendeten HPLC-Methode 16α-
Hydroxytestosteron nicht mehr quantifizieren, so dass in Tabelle 2.27 auf Werte von
Donato et al. (1999) zuru¨ckgegriffen worden ist.
Porcine Hepatozyten metabolisieren Testosteron in gro¨ßeren Anteilen zu Androsten-
dion als zu 6β-Hydroxytestosteron (Abbildung 2.26 (b) und (d)). Humane Hepato-
zyten bilden 6β-Hydroxytestosteron mit einer 3-fach ho¨heren Aktivita¨t als porci-
ne Hepatozyten (Abbildung 2.26 (b)). Dagegen ist die Aktivita¨t zur Bildung von
Androstendion in porcinen Hepatozyten um den Faktor 3 sta¨rker ausgepra¨gt (Ab-
bildung 2.26 (d)). Der Metabolit Androstendion la¨sst sich in etwa 10-fach ho¨heren
Konzentrationen in den Inkubationsu¨bersta¨nden von prima¨ren Hepatozyten als in
den Inkubationsu¨bersta¨nden von NeoHepatozyten und klassisch aktivierten Makro-
phagen detektieren (Abbildung 2.26 (c) und (d)).
In Tabelle 2.27 sind die Aktivita¨ten zur Metabolisierung von Testosteron zu den
einzelnen Metaboliten aufgefu¨hrt.
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(a) 16α-Hydroxytestosteron-Bildung
durch klassisch aktivierte Makrophagen und Neo-
Hepatozyten
(b) 6β-Hydroxytestosteron-Bildung
durch humane und porcine Hepatozyten
(c) Androstendion-Bildung
durch klassisch aktivierte Makrophagen und Neo-
Hepatozyten
(d) Androstendion-Bildung
durch humane und porcine Hepatozyten
Abbildung 2.26.: Testosteron-Metabolismus von NeoHepatozyten (NH), klassisch aktivierten
Makrophagen (kaM), humanen (HH) und porcinen Hepatozyten (SH).
Testosteron wird durch kaM und NH zu 16α-Hydroxytestosteron (a) und Andros-
tendion (c) metabolisiert. 6β-Hydroxytestosteron als Testosteron-Metabolit von
kaM und NH la¨sst sich nicht quantifizieren und fast nicht detektieren. HH und
SH metabolisieren Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron (b) und Androstendion
(d). 16α-Hydroxytestosteron la¨sst sich in HH und SH nicht quantifizieren, da der
Hauptmetabolit 6β-Hydroxytestosteron in großen Konzentrationen den Peak von
16α-Hydroxytestosteron u¨berdeckt.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben.
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6β-Hydroxy- 16α-Hydroxy- Androstendion
testosteron testosteron
pmol/min/mg Protein
klassisch aktivierte
Makrophagen
Spender 1 n. d. 0,14 ± 0,16 4,3 ± 3,1
Spender 2 n. d. 2,6 ± 0,62 27,6 ± 14,3
NeoHepatozyten
Spender 1 n. d. 1,5 ± 0,22 33,8 ± 7,2
Spender 2 n. d. 3,4 ± 0,68 61,9 ± 29,3
humane Hepatozyten 1608 ± 480 5,1 ± 3,5 1 257 ± 73,5
porcine Hepatozyten 377 ± 89 12,9 ± 13,9 1 615 ± 76,6
Tabelle 2.27.: U¨bersicht der gebildeten Testosteron-Metaboliten.
1 nach Donato et al. (1999). n. d.: nicht detektierbar. Die Umsetzungen sind als
Mittelwerte + SD aus mindestens 3 verschiedenen Inkubationsansa¨tzen angegeben.
2.4.5.2.2. Testosteron-Metabolismus von induzierten humanen und porcinen
Hepatozyten Es ist der Einfluß der CYP3A-Induktoren Rifampicin und Rifam-
picin in Kombination mit Phenobarbital auf den Metabolismus von Testosteron
zu 6β-Hydroxytestosteron und Androstendion untersucht worden (Abbildung
2.27). Als Kontrollen haben die Aktivita¨ten von in Kulturmedium ohne Zusa¨tze
und in DMSO-haltigem Medium als Lo¨sungsmittelkontrolle kultivierten prima¨ren
Hepatozyten gedient.
Die Umsetzung von Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron durch humane Hepato-
zyten ist um den Faktor 4 sta¨rker ausgepra¨gt als durch porcine Hepatozyten. Auch
im Ansprechen auf die Induktoren bestehen Unterschiede in den beiden Spezies.
Durch die Induktion bilden humane Hepatozyten 6β-Hydroxytestosteron mit einer
8-fach ho¨heren Aktivita¨t als porcine Hepatozyten (Abbildung 2.27 (a) und (b)). In
beiden Spezies ist das Ausmaß der Induktion gleich stark ausgepra¨gt. Sowohl bei hu-
manen als auch bei porcinen Hepatozyten steigert die Kombination von Rifampicin
und Phenobarbital den Metabolismus von Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron
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nicht sta¨rker als durch Rifampicin alleine.
Die CYP3A-Induktoren haben keinen Einfluß auf den Metabolismus von Testoste-
ron zu Androstendion durch Schweinehepatozyten (Abbildung 2.27 (d)). Rifampicin
alleine und in Kombination mit Phenobarbital steigert diese Umsetzung durch
humane Hepatozyten um den Faktor 4 (Abbildung 2.27 (c)). Porcine Hepatozyten
bilden Androstendion mit einer 2,5-fach ho¨heren Aktivita¨t als humane Hepatozyten.
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(a) 6β-Hydroxytestosteron-Bildung durch humane
Hepatozyten
(b) 6β-Hydroxytestosteron-Bildung durch porcine
Hepatozyten
(c) Androstendion-Bildung durch humane Hepato-
zyten
(d) Androstendion-Bildung durch porcine Hepato-
zyten
Abbildung 2.27.: Testosteron-Metabolimus nach 48-stu¨ndiger Induktion durch 25 µM Rifam-
picin (RIF), 25 µM Rifampicin und 1,5 mM Phenobarbital (RIF+PB) und
DMSO (0,1%) als Lo¨sungsmittelkontrolle sowie die Grundaktivita¨t zu 6β-
Hydroxytestosteron durch humane (a) und porcine (b) Hepatozyten und zu
Androstendion durch humane (c) und porcine (d) Hepatozyten.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus 4 Inkubationsansa¨tzen angegeben.
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Abbildung 2.28.: Testosteron-Metabolismus zu 16α-Hydroxytestosteron von unter verschie-
denen Bedingungen kultivierten Zellen monozyta¨ren Ursprungs.
Die Zellen monozyta¨ren Ursprungs sind entweder in Williams E Medium (WEM)
oder RPMI-Medium mit oder ohne Zusatz von Dexamethason (Dex) kultiviert
worden. Dem Medium sind entweder Rifampicin und Phenobarbital (RIF+PB), Li-
popolysaccharid (LPS) oder Phorbolmyristatacetat (PMA) zugesetzt worden. Die
Aktivita¨ten sind auf das jeweilige Grundmedium ohne Zusa¨tze bezogen.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus 3 Inkubationsansa¨tzen angegeben.
2.4.5.2.3. Testosteron-Metabolismus von unter verschiedenen Bedingungen
kultivierten Zellen monozyta¨ren Ursprungs Durch verschiedene Kulturbe-
dingungen ist versucht worden, die Expression von Cytochrom P450-Enzymen
zu steigern, deswegen ist der Metabolismus von Testosteron untersucht worden.
Die Aktivita¨ten des Testosteron-Metabolismus zu 6β-Hydroxytestosteron, 16α-
Hydroxytestosteron und Androstendion durch die unter verschiedenen Bedingungen
kultivierten Zellen monozyta¨ren Urprungs sind in Tabelle 2.28 und 2.29 aufgefu¨hrt.
In Abbildung 2.28 ist die Umsetzung von Testosteron zu 16α-Hydroxytestosteron
und in Abbildung 2.29 zu Androstendion dargestellt. Die Aktivita¨ten sind auf das
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Abbildung 2.29.: Testosteron-Metabolismus zu Androstendion von unter verschiedenen Be-
dingungen kultivierten Zellen monozyta¨ren Ursprungs.
Die Zellen monozyta¨ren Ursprungs sind entweder in Williams E Medium (WEM)
oder RPMI-Medium mit oder ohne Zusatz von Dexamethason (Dex) kultiviert
worden. Dem Medium sind entweder Rifampicin und Phenobarbital (RIF+PB), Li-
popolysaccharid (LPS) oder Phorbolmyristatacetat (PMA) zugesetzt worden. Die
Aktivita¨ten sind auf das jeweilige Grundmedium ohne Zusa¨tze bezogen.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus 3 Inkubationsansa¨tzen angegeben.
jeweilige Grundmedium mit bzw. ohne Zusatz von Dexamethason bezogen.
6β-Hydroxytestosteron kann nur in drei Inkubationsu¨bersta¨nden detektiert werden.
Bei den u¨brigen Proben kann kein Unterschied zu den mit Methanol abgeto¨teten
Zellen festgestellt werden. Bei beiden Spendern wird nur 6β-Hydroxytestosteron
gebildet, wenn die Zellen in RPMI-Medium ohne Dexamethason mit Lipopolysac-
charid als Zusatz kultiviert worden sind. In den Zellen von einem Spender, die in
RPMI-Medium ohne Dexamethason mit Phorbolmyristatacetat als Zusatz kulti-
viert worden sind, kann ebenfalls 6β-Hydroxytestosteron als Testosteron-Metabolit
bestimmt werden (Tabelle 2.29).
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Der Zusatz der CYP-Induktoren Rifampicin und Phenobarbital zu RPMI als
Grundmedium steigert die Umsetzung von Testosteron zu 16α-Hydroxytestosteron
signifikant (p < 0,01). Werden die CYP-Induktoren Rifampicin und Phenobarbital
dem Williams E Medium zugesetzt, fu¨hrt dies ebenfalls zu einem gesteigerten
Metabolismus zu 16α-Hydroxytestosteron, der allerdings nicht signifikant ist.
Lipopolysaccharid als Zusatz steigert den Metabolismus zu 16α-Hydroxytestosteron
nicht. Eine versta¨rkte Bildung von 16α-Hydroxytestosteron bei den in RPMI-
Medium kultivierten Zellen mit Phorbolmyristatacetat erfolgt allerdings nur
durch Zellen von einem Spender. Bei diesem Spender kann auch der versta¨rkte
Metabolismus zu 6β-Hydroxytestosteron festgestellt werden. Bei den Zellen des
zweiten Spenders zeigt Phorbolmyristatacetat keinen Einfluss auf die Umsetzung
zu 16α-Hydroxytestosteron (Abbildung 2.28).
Der Testosteron-Metabolismus zu Androstendion bleibt durch die verschiedenen
Zusa¨tze weitestgehend unbeeinflusst. Phorbolmyristatacetat steigert lediglich
diese Umsetzung bei den Zellen von einem Spender (Abbildung 2.29). Bei diesem
Spender steigert Phorbolmyristatacetat die Umsetzung von Testosteron zu den drei
untersuchten Metaboliten 6β-Hydroxytestosteron, 16α-Hydroxytestosteron und
Androstendion.
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6β-Hydroxy- 16α-Hydroxy- Androstendion
testosteron testosteron
pmol/min/mg Protein
WEM − Dex ohne Zusa¨tze
Spender 1 n. d. 4,4 ± 1,5 68,2 ± 10,5
Spender 2 n. d. 6,1 ± 0,1 104 ± 3,0
WEM + Dex ohne Zusa¨tze
Spender 1 n. d. 4,6 ± 2,0 85,7 ± 33,8
Spender 2 n. d. 4,2 ± 0,3 61,9 ± 7,0
RPMI − Dex ohne Zusa¨tze
Spender 1 n. d. 3,0 ± 0,8 41,2 ± 7,0
Spender 2 n. d. 5,7 ± 0,4 75,9 ± 4,5
RPMI + Dex ohne Zusa¨tze
Spender 1 n. d. 2,9 ± 0,8 31,5 ± 6,9
Spender 2 n. d. 5,6 ± 0,3 62,7 ± 0,8
WEM − Dex RIF+PB
Spender 1 n. d. 5,8 ± 0,5 59,8 ± 2,3
Spender 2 n. d. 9,2 ± 0,7 107 ± 12,4
WEM + Dex RIF+PB
Spender 1 n. d. 7,1 ± 1,2 64,2 ± 8,8
Spender 2 n. d. 8,9 ± 1,6 83,3 ± 14,3
RPMI − Dex RIF+PB
Spender 1 n. d. 13,8 ± 0,3 81,2 ± 4,5
Spender 2 n. d. 18,5 ± 0,5 67,7 ± 1,5
RPMI + Dex RIF+PB
Spender 1 n. d. 6,9 ± 0,9 42,3 ± 8,1
Spender 2 n. d. 14,3 ± 2,7 53,5 ± 6,8
Tabelle 2.28.: U¨bersicht der durch unter verschiedenen Bedingungen kultivierten Zellen mo-
nozyta¨ren Ursprungs gebildete Testosteron-Metabolite.
Die Zellen monozyta¨ren Ursprungs sind entweder in Williams E Medium (WEM) oder
RPMI-Medium mit oder ohne Zusatz von Dexamethason (Dex) kultiviert worden.
Dem Medium sind entweder Rifampicin und Phenobarbital (RIF+PB), Lipopolysac-
charid (LPS) oder Phorbolmyristatacetat (PMA) zugesetzt worden (Tabelle 2.29).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus 3 Inkubationsansa¨tzen angegeben. n.
d.: nicht detektierbar.
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6β-Hydroxy- 16α-Hydroxy- Androstendion
testosteron testosteron
pmol/min/mg Protein
WEM − Dex LPS
Spender 1 n. d. 2,1 ± 0,2 25,5 ± 1,8
Spender 2 n. d. 3,4 ± 0,6 54,1 ± 2,6
WEM + Dex LPS
Spender 1 n. d. 2,7 ± 0,8 51,6 ± 7,9
Spender 2 n. d. 3,3 ± 0,4 61,4 ± 2,3
RPMI − Dex LPS
Spender 1 1,5 ± 0,51 3,0 ± 0,3 38,9 ± 3,0
Spender 2 2,9 ± 0,37 1,2 ± 0,1 39,4 ± 1,3
RPMI + Dex LPS
Spender 1 n. d. 3,0 ± 0,4 38,0 ± 4,1
Spender 2 n. d. 3,8 ± 0,7 53,1 ± 10,8
WEM − Dex PMA
Spender 1 n. d. 4,9 ± 1,2 175 ± 26,1
Spender 2 n. d. 2,0 ± 0,5 99,7 ± 20,7
WEM + Dex PMA
Spender 1 n. d. 4,9 ± 0,3 177 ± 13,9
Spender 2 n. d. 1,7 ± 0,5 69,6 ± 20,4
RPMI − Dex PMA
Spender 1 18,5 ± 0,84 15,2 ± 1,3 314 ± 6,5
Spender 2 n. d. 2,0 ± 0,5 99,7 ± 20,7
RPMI + Dex PMA
Spender 1 n. d. 7,6 ± 0,9 172 ± 25,8
Spender 2 n. d. 5,1 ± 0,7 70,7 ± 8,4
Tabelle 2.29.: U¨bersicht der durch unter verschiedenen Bedingungen kultivierten Zellen mo-
nozyta¨ren Ursprungs gebildete Testosteron-Metabolite.
Die Zellen monozyta¨ren Ursprungs sind entweder in Williams E Medium (WEM) oder
RPMI-Medium mit oder ohne Zusatz von Dexamethason (Dex) kultiviert worden.
Dem Medium sind entweder Rifampicin und Phenobarbital (RIF+PB), Lipopolysac-
charid (LPS) oder Phorbolmyristatacetat (PMA) zugesetzt worden (Tabelle 2.29).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus 3 Inkubationsansa¨tzen angegeben. n.
d.: nicht detektierbar.
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2.4.6. Benzamidoxim-Metabolismus
Abbildung 2.30.: Benzamidoxim-Metabolismus zu Benzamidin durch humane (HH) und por-
cine (SH) Hepatozyten.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 3 Inkubationsansa¨tzen
angegeben.
Zur Kalibrierung und Wiederfindung des Benzamidins sind die Fla¨chen der mit-
tels HPLC-Analytik erhaltenen Signale mit den eingesetzten Konzentrationen von
0,1 µM bis 100 µM korreliert worden. Die Funktionen der Kalibrierung (r2 = 0,9998)
und Wiederfindung (r2 = 0,9872) sind u¨ber den gesamten Konzentrationsbereich
linear verlaufen. Die Wiederfindungsrate hat 104 ± 14% betragen. Die Bestim-
mungsgrenze von Benzamidin liegt bei 0,1 µM, das entspricht einer Aktivita¨t von
0,013 nmol/min/mg Protein.
In klassisch aktivierten Makrophagen und NeoHepatozyten kann kein Metabolismus
von Benzamidoxim zu Benzamidin detektiert werden. Auch der Einsatz der doppel-
ten Menge Zellhomogenisat fu¨hrt nicht zur Detektion von Benzamidin. Humane und
porcine Hepatozytenhomogenisate metabolisieren Benzamidoxim zu Benzamidin.
Allerdings besitzen porcine Hepatozyten eine 20-fach ho¨here Aktivita¨t als humane
Hepatozyten (Abbildung 2.30). Die Aktivita¨t der Benzamidoxim-N -Reduktion von
humanen Hepatozyten betra¨gt 0,38 ± 0,22 nmol Benzamidin/min/mg Protein und
von porcinen Hepatozyten 8,1 ± 0,99 nmol Benzamidin/min/mg Protein.
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2.5. Diskussion
Aus Monozyten generierte NeoHepatozyten sind hinsichtlich ihrer Cytochrom P450-
Aktivita¨ten, deren Inhibition und Induktion, ihres Testosteron-Metabolismuses
und ihrer N -reduktiven Fa¨higkeiten untersucht worden. Diese Bestimmungen
sind ebenfalls mit klassisch aktivierten Makrophagen und prima¨ren Hepatozyten
durchgefu¨hrt worden. Klassisch aktiverte Makrophagen dienen als Vergleich, um
zu bestimmen, ob die metabolische Kompetenz fu¨r NeoHepatozyten spezifisch ist,
oder ob es sich um eine generelle Fa¨higkeit von aus Monozyten differenzierten
Zellen handelt. Als Standard dienen humane Hepatozyten, da deren Metabolismus,
Inhibition und Induktion NeoHepatozyten als ″neuen Hepatozyten″ entsprechen
sollen.
NeoHepatozyten a¨hneln in ihrem Verhalten klassisch aktivierten Makrophagen,
so dass es sich eher um eine weitere Makrophagen-Subpopulation handelt als um
Hepatozyten. Im Rahmen dieser Untersuchungen ist ein Vergleich von porcine
Hepatozyten in vielen Kriterien mit humanen Hepatozyten mo¨glich. Porcine
Hepatozyten erweisen sich als gute Alternative zu humanen Hepatozyten, um
den Metabolismus von Arzneistoffen und deren Wechselwirkungspotential zu
untersuchen.
Anhand von Substraten mit fluoreszierenden Metaboliten sind die CYP1A1/2-,
CYP2C9-, CYP2E1- und CYP3A4/5-Aktivita¨ten untersucht worden. Desweiteren
ist von Interesse gewesen, ob diese Aktivita¨ten hemmbar und induzierbar sind.
NeoHepatozyten O-desethylieren CYP1A1/2-vermittelt Ethoxyresorufin zu
Resorufin. Durch die Hemmung mit Metyrapon wird eine Umsetzung durch CYP-
Isoenzyme besta¨tigt. Die gemessene CYP1A1/2-Aktivita¨t und das Ausmaß der
Metyrapon-Hemmung von NeoHepatozyten liegen im gleichen Bereich wie humane
Hepatozyten und klassisch aktivierte Makrophagen.
Die Basalaktivita¨t der Ethoxyresorufin-O-Desethylierung von humanen Hepato-
zyten ist gering (Hengstler et al. 2000, Xu et al. 2000) und erfolgt hauptsa¨chlich
u¨ber CYP1A2 (Steinberg et al. 1999).
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Dass NeoHepatozyten in der Lage sind Ethoxyresorufin zu Resorufin metabolisieren,
ist bereits von Brulport (2006) gezeigt worden. Auch 3-Cyano-7-ethoxycumarin
als Substrat fu¨r CYP1A1/2 wird von NeoHepatozyten in a¨hnlichem Ausmaß
wie von humanen Hepatozyten metabolisiert. Diese Umsetzung la¨sst sich durch
CYP-Inhibitoren hemmen (Ehnert et al. 2008). Die von Ruhnke et al. (2005a
und 2005b) bestimmte 7-Ethoxycumarin-O-Desethylierung durch NeoHepatozyten
wird unter anderem durch CYP1A2 katalysiert, so dass der Metabolismus CYP1A
katalysiert sein ko¨nnte. Im humanen Hepatozyten erfolgt die Desethylierung von
Ethoxycumarin hauptsa¨chlich u¨ber CYP1A2, CYP2B6 und CYP2E1 (Steinberg et
al. 1999).
Klassisch aktivierte Makrophagen weisen ebenfalls eine hemmbare CYP1A1/2-
Aktivita¨t auf. Borodin et al. (2005) hat in einer anderen Makrophagen-
Subpopulation CYP1A-vermittelten Metabolismus detektieren ko¨nnen. Der
CYP1A-vermittelte Metabolismus ko¨nnte in Makrophagen einen Schutz vor Fremd-
stoffen darstellen.
Im Gegensatz zu porcinen Hepatozyten kann im Rahmen dieser Arbeit keine
Induktion der CYP1A1/2-Aktivita¨t durch den AhR-Liganden 3-Methylcholanthren
in NeoHepatozyten detektiert werden. Die Reaktionen auf Lo¨sungsmittel und
Induktor zeigen interindividuelle Schwankungen. Ebenso ist durch Brulport (2006)
keine Induktion der CYP1A1/2-Aktivita¨t, weder durch 3-Methylcholanthren noch
durch Phenobarbital, festgestellt worden. Im Gegensatz dazu haben Ruhnke et al.
(2005a und 2005b) eine Induktion der 7-Ethoxycumarin-O-Desethylierungsaktivita¨t
in NeoHepatozyten durch 3-Methylcholanthren im gleichen Ausmaß wie in hu-
manen Hepatozyten detektiert. Ehnert et al. (2008) kann die Induktion der
CYP1A1/2-Aktivita¨t durch 3-Methylcholanthren, nicht aber durch Rifampicin
feststellen. Dazu ist allerdings eine zehnfach ho¨here Konzentration als fu¨r die
CYP1A1/2-Induktion in humanen Hepatozyten no¨tig. Das Ausmaß der Induktion
ist in humanen Hepatozyten geringfu¨hig ho¨her als in NeoHepatozyten. Durch
den Induktor 3-Methylcholanthren kann in zehnfach geringerer Konzentration die
CYP1A1/2-Aktivita¨t um den Faktor 20 bis 42, wie von Masubuchi et al. (1998) an-
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gegeben, statt um den Faktor 4, wie bei Ehnert et al. (2008) beschrieben, gesteigert
werden. Auch in dem Kontrollansatz fu¨r die Induktionsbedingungen, der in dieser
Arbeit verwendet worden ist, erfolgt eine Steigerung der CYP1A1/2-Aktivita¨t in
porcinen Hepatozyten um den Faktor 22. Wenn ein hoch potenter Induktor wie
3-Methylcholanthren die CYP1A1/2-Aktivita¨t in NeoHepaotzyten gar nicht bzw.
minimal steigert, werden die Effekte von weniger potenten Induktoren sehr gering
sein. Somit sind NeoHepatozyten nicht geeignet, um neue Arzneistoff hinsichtlich
ihres Induktionspotentials zu untersuchen.
Die CYP1A1/2-Aktivita¨t von klassisch aktivierten Makrophagen wird wie bei den
NeoHepatozyten, nicht durch 3-Methylcholanthren induziert. Nach der Kultivierung
mit Acetonitril als Lo¨sungsmittelkontrolle kann eine gesteigerte Aktivita¨t festgestellt
werden. Im Gegensatz dazu kann in porcinen Hepatozyten durch Acetonitril keine
Aktivita¨tssteigerung gemessen werden. In der Literatur finden sich sowohl Hinweise
auf eine Induktionsfa¨higkeit der CYP1A-Aktivita¨t und -Expression in Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten als auch kein Ansprechen von Makrophagen auf
CYP1A-Induktoren (Baron et al. 1998, Borodin et al. 2005, Vanden Heuvel et al.
1993, Lang et al. 1996, Nakamura et al. 1998, Krovat et al. 2000).
In dieser Arbeit kann hinsichtlich des CYP1A1/2 deutlich gezeigt werden, dass Neo-
Hepatozyten, wie klassisch aktivierte Makrophagen nicht auf CYP1A1/2-Induktoren
ansprechen. In prima¨ren Hepatozyten dagegen la¨sst sich die CYP1A1/2-Aktivita¨t
extensiv steigern.
Der CYP2C9-vermittelte Metabolismus von Octyl-O-methoxyresorufin zu Resorufin
fa¨llt in NeoHepatozyten sehr gering aus und la¨sst sich durch den CYP-Inhibitor
Metyrapon nicht hemmen.
7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin wird neben CYP2E1 in geringerem Aus-
maß auch durch CYP2C9 metabolisiert (Ghosal et al. 2003, Donato et al.
2004). Durch HPLC-Analytik mit Fluoreszenz-Detektion kann der 7-Methoxy-
4-trifluoromethylcumarin-Metabolit 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin nicht
detektiert werden. Ruhnke et al. (2005b) haben CYP2C9 mRNA aus NeoHepato-
zyten, nicht aber aus PCMO amplifizieren ko¨nnen. Zur mRNA-Gewinnung werden
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verschiedene Zellen gepoolt. Allerdings lassen sich nur in einigen Subpopulation
von NeoHepatozyten mittels immunohistochemischer Fa¨rbung CYP2D6 und
CYP2C9 detektieren (Ruhnke et al. 2005b). Diese Ergebnisse legen nahe, dass
NeoHepatozyten kein aktives CYP2C9 und CYP2E1 exprimieren bzw. nur in so
geringen Mengen, dass eine Aktivita¨tsbestimmung nicht mehr mo¨glich ist.
Im Widerspruch dazu haben Ehnert et al. (2008) in NeoHepatozyten sowohl
CYP2C9- also auch CYP2E1-Aktivita¨ten bestimmt. Allerdings ist nicht untersucht
worden, ob CYP-Hemmstoffe diesen Metabolismus beeinflussen. Wird der CYP2E1-
Metabolit 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin ausschließlich per Fluoreszenz-
Plattenleser vermessen, kann ebenso eine Zunahme der Fluoreszenz gemessen wer-
den. In dieser Arbeit kann eindeutig durch die HPLC-Vermessung gezeigt werden,
dass NeoHepatozyten kein 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin bilden. Da NADPH
die direkte fluorimetrische Vermessung von 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin
sto¨rt, ist bekannt, dass sich dieser Metabolit in geringen Konzentrationen nicht
korrekt erfassen la¨sst (Greenlee und Poland 1978, Chauret et al. 1999). Aus
diesem Grund stellt die Detektion von 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin durch
HPLC mit Fluoreszenz-Detektion die genauere Methode dar (Chauret et al. 1999,
Bell et al. 2008). Die Unterschiede der direkt fluorimetrisch und durch HPLC
mit Fluoreszenz-Detektion bestimmten Aktivita¨ten von humanen und porcinen
Hepatozyten sind groß, obwohl die CYP2E1-Aktivita¨ten mit beiden Methoden
problemlos zu detektieren sind (Tabellen 2.21 und 2.22). Die direkte fluorimetrisch
bestimmte Aktivita¨t des 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin-Metabolismus von
homogenisierten humanen Hepatozyten liegt im gleichen Bereich, wie die von Ghosal
et al. (2003) auf die gleiche Weise bestimmte Aktivita¨t fu¨r humane kryokonservierte
Hepatozyten.
Klassisch aktivierte Makrophagen setzen Octyl-O-methoxyresorufin zu Resorufin
um. Eine signifikante Hemmung durch den CYP-Inhibitor Metyrapon erfolgt
wie in NeoHepatozyten jedoch nicht. Auch bei dieser Umsetzung konnte fu¨r
NeoHepatozyten das gleiche Verhalten wie fu¨r klassisch aktivierte Makrophagen
gezeigt werden. Im Gegensatz dazu kann fu¨r humane prima¨re Hepatozyten eine
fast 10-fach ho¨here Umsetzungsrate bestimmt werden, die sich signifikant durch
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Metyrapon hemmen la¨sst.
In Monozyten und monozyta¨ren Makrophagen ist bisher keine CYP2C9-Expression
entdeckt worden. In Alveolarmakrophagen kann hingegen CYP2C mRNA detektiert
werden (Hukkanen et al. 1997). Monozyten zeigen eine CYP2E1-Aktivita¨t und
-Expression (Peterson 1987, Baron et al. 1998). CYP2E1 mRNA kann hingegen
nicht in allen Makrophagen-Subpopulationen detektiert werden (Baron et al. 1998).
Klassisch aktivierte Makrophagen scheinen somit zu einer Subpopulation zugeho¨ren,
die kein aktives CYP2E1 besitzen, wie die HPLC-Chromatogramme der Inku-
bationsansa¨tze mit dem CYP2E1-Substrat 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin
zeigen.
NeoHepatozyten setzen Dibenzyl-O-methoxyfluorescein zu Fluorescein um. Hierbei
finden sowohl O-Debenzylierungen als auch O-Demethylierungen statt. Diese
Reaktionen scheinen in NeoHepatozyten aber nicht CYP3A4- oder CYP3A5-
vermittelt zu sein, da weder der selektive CYP3A4-Inhibitor Ketoconazol noch der
nicht-selektive CYP-Inhibitor Metyrapon die Umsetzung beeinflussen. Ketoconazol
ist ein potenter Inhibitor des Dibenzyl-O-methoxyfluorescein-Metabolismus durch
rekombinate humane Enzyme (Trubetskoy et al. 2005b). Keinen Effekt auf die
Umsetzung hat der Zusatz von NADH statt NADPH und das Weglassen von
NADPH auf die Umsetzung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Zellhomogenisate
entweder selbst in Lage zu sind, NADPH und NADH zu generieren, oder der
Metabolismus von Dibenzyl-O-methoxyfluorescein zu Fluorescein durch diese
Cofaktoren nicht beeinflusst wird.
NeoHepatozyten exprimieren kein CYP3A5, aber in sehr geringen Mengen CYP3A4
(Riquelme et al. 2008). Diese sehr geringe Expression erkla¨rt einen nicht detek-
tierbaren Metabolismus. Die von Ruhnke et al. (2005b) verwendeten Primer fu¨r
CYP3A4 amplifizieren auch CYP3A7, welches NeoHepatozyten interindividuell
exprimieren (Riquelme et al. 2008). Riquelme et al. (2008) haben viele potentielle
Primer fu¨r CYP3A4 mRNA getestet, bis mittels eines spezifischen Primers CYP3A4
mRNA detektiert werden konnte.
Ehnert et al. (2008) stellen in NeoHepatozyten einen deutlich geringen CYP3A4-
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Metabolismus als in humanen Hepatozyten fest. Als CYP3A4-Substrat ist
7-Benzyloxy-4-trifluoromethylcumarin verwendet worden, welches zu 7-Hydroxy-
4-trifluoromethylcumarin metabolisiert wird. Wie schon fu¨r den Metabolimus von
7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin als CYP2E1-Substrat beschrieben, ist die
direkt fluorimetrische Erfassung von 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin fehlerbe-
haftet. Vielleicht stellt 7-Benzyloxy-4-trifluoromethylcumarin ein CYP3A4-Substrat
mit ho¨herer Affinita¨t zum CYP3A4-Isoenzym als Dibenzyl-O-methoxyfluorescein
dar, so dass mit diesem Substrat sehr geringe CYP3A4-Aktivita¨ten detektiert
werden ko¨nnen.
Klassisch aktivierte Makrophagen exprimieren kein CYP3A4, aber in sehr geringen
Mengen CYP3A5 und CYP3A7 (Riquelme et al. 2008). Das CYP3A4/5-Substrat
Dibenzyl-O-methoxyfluorescein wird zu Fluorescein durch klassisch aktivierte
Makrophagen metabolisiert, allerdings haben die Inhibitoren wie bei NeoHepato-
zyten keinen Einfluß auf die O-Debenzylierungen und O-Demethylierungen.
Die CYP3A5-Expression ist scheinbar zu gering, um meßbare Enzymaktivita¨ten
hervorzurufen. Alveolarmakrophagen exprimieren CYP3A5 (Hukkanen et al. 1997,
Piipari et al. 2000). In monozyta¨ren Makrophagen finden Hodges et al. (2000)
CYP3A4 mRNA. Baron et al. (1998) dagegen kann in Monozyten und Makrophagen
keine CYP3A4 mRNA amplifizieren. Auch von anderen Arbeitskreisen kann keine
CYP3A-Aktivita¨t in Monozyten und Leukozyten bestimmt werden (Baron et al.
1998, Jarnadon et al. 1996).
Weder Rifampicin alleine noch in Kombination mit Phenobarbital steigern den
Metabolismus von Dibenzyl-O-methoxyfluorescein in NeoHepatozyten. Da der
CYP1A1/2-Metabolismus und der Metabolismus eines CYP3A4-Substrates in
NeoHepatozyten nicht induzierbar ist, sind NeoHepatozyten nicht geeignet, um auf
das Induktionspotential von neuen Arzneistoffkandidaten zu pru¨fen. Um Einflu¨sse
von unbekannten Substanzen im Serum ausschließen zu ko¨nnen, sollte eigentlich
das Induktionspotential in Serum-freien Medium durchgefu¨hrt werden (LeCluyse
2001). Im Serum-freien Medium lassen sich klassisch aktivierte Makrophagen nicht
kultivieren. Zur Schaffung einheitlicher Bedingungen ist die Serumkonzentration
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beibehalten worden. Im Ko¨rper kann ein Arzneistoff auch mit dem Serum inter-
agieren, somit spiegelt die frei vorliegende Konzentration des Induktors reellere
Vorraussetzungen wieder (Hewitt et al. 2007b).
Die von Ruhnke et al. (2005b) gemessene Steigerung des Testosteron-Metabolismus
durch Rifampicin war sehr gering und nicht repra¨sentativ, da die verwende-
te HPLC-Analytik nicht geeignet gewesen ist. Ehnert et al. (2008) ko¨nnen in
NeoHepatozyten eine Induktion der CYP3A4-Aktivita¨t und -Expression durch
Rifampicin in a¨hnlichem Ausmaß wie in humanen Hepatozyten detektieren. Da
die detektierte Aktivita¨t in NeoHepatozyten sehr gering ist und die Induktion ins
Verha¨ltnis zum sehr potenten Induktor Rifampicin gesetzt werden soll (Hewitt et
al. 2007b), wird es schwierig das Ausmaß der Induktion von weniger effektiven
Induktoren zuverla¨ssig zu detektieren.
In klassisch aktivierten Makrophagen kann die Umsetzungsrate von Dibenzyl-
O-methoxyfluorescein zu Fluorescein durch die Kombination der Induktoren
Rifampicin und Phenobarbital gesteigert werden, allerdings ist die Umsetzung in
Gegenwart des CYP3A-Inhibitors Ketoconazol nicht signifikant reduziert (Daten
nicht gezeigt).
Im Rahmen dieser Arbeit kann eindeutig gezeigt werden, dass NeoHepatozyten fu¨r
Induktionsstudien nicht geeignet sind, da weder die CYP1A1/2- noch die CYP3A4-
Aktivita¨t durch Standardinduktoren induzierbar sind. Damit ko¨nnen nicht einmal
die Minimalanforderungen der FDA hinsichtlich der Induktionspru¨fungen von neuen
Arzneistoffkandidaten durchgefu¨hrt werden, in denen nur auf die Induktion von
CYP1A1/2 und CYP3A4 gepru¨ft werden muss (FDA-Guidance for Industry: Drug
interaction studies 2006).
Die widerspru¨chlichen Ergebnisse aus dieser Arbeit und von Ehnert et al. (2008)
ko¨nnten verschiedene Ursachen haben. Vera¨nderungen der Kulturbedingungen
von NeoHepatozyten ko¨nnten die Expression von CYP-Isoenzymen positiv beein-
flussen. Eine weitere Mo¨glichkeit stellt die Auswahl der Spender von Monozyten
dar. Wie von Riquelme et al. (2008) gezeigt, bestehen Unterschiede zwischen
128
2.5. Diskussion
NeoHepatozyten von verschiedenen Spendern in der Expression von Albumin,
Carbamoylphosphat-Sythetase 1 und CYP3A7. Auch die stark interindividuellen
CYP1A1/2-Aktivita¨ten lassen vermuten, dass NeoHepatozyten von ausgesuchten
Spendern unter abgewandelten Kulturbedingungen andere CYP-Isoenzyme wie
CYP2C9 exprimieren ko¨nnen. Ruhnke et al. (2005b) detektieren in bestimmten
Zellen eine CYP2C9-Expression, die zu gering ist, um eine Aktivita¨t zu bestimmen.
Ehnert et al. (2008) haben noch weitere Aktivita¨ten von Cytochrom P450-
Isoenzymen untersucht. Die bestimmten Aktivita¨ten der NeoHepatozyten sind
deutlich geringer als die der humanen Hepatozyten. Auch ist nicht untersucht
worden, ob diese Reaktionen durch CYP-Inhibitoren gehemmt werden ko¨nnen. Da
fluoreszierende Metabolite in geringeren Konzentration als nicht fluoreszierende
Metabolite detektiert werden ko¨nnen, ist eine Detektion des CYP-vermittelten
Metabolismus von anderen Standardreaktionen oder neuen Arzneistoffen nicht
mo¨glich, da eventuelle Metabolite unter der Nachweisgrenze liegen.
Der Phase II-Metabolismus von NeoHepatozyten, klassisch aktivierten Makro-
phagen, humanen und porcinen Hepatozyten ist nicht explizit untersucht worden.
In Phase I gebildetes Resorufin wird in Phase II weiter metabolisiert. Durch
Vermessung vor Zugabe von β-Glucuronidase la¨sst sich das nicht konjugierte
Resorufin detektieren. Nach Inkubation mit β-Glucuronidase kann das gesamte
in Phase I-gebildete Resorufin erfasst werden, so dass man u¨ber die Differenz das
Ausmaß des Phase II-Metabolismuses bestimmen kann. NeoHepatozyten, klassisch
aktivierte Makrophagen und humane Hepatozyten sind in der Lage Resorufin zu
glucuronidieren. Dass NeoHepatozyten zum Phase II-Metabolismus fa¨hig sind,
entspricht den Ergebnissen aus der Literatur (Ehnert et al. 2008, Ruhnke et al.
2005a und 2005b). In verschiedenen Makrophagen-Subpopulationen ist UDP-
Glucuronyltransferase-Aktivita¨t und -Expression festgestellt worden (Yamashiki et
al. 2002, Barbier et al. 2003). Somit stellt UDP-Glucuronyltransferasen-Aktivita¨t
eine Eigenschaft dar, zu der nicht nur Hepatozyten befa¨higt sind, sondern auch
Makrophagen.
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Abbildung 2.31.: Metabolismus von Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron, 16α-
Hydroxytestosteron und Androstendion.
An dem Metabolismus von Testosteron sind nicht nur CYP-Isoenzyme, sondern auch
weitere Enzyme beteiligt, die regioselektiv Testosteron metabolisieren (Waxman
et al. 1983, Wood et al. 1983, Donato et al. 1999, 2006). Dadurch ist Testosteron
sehr gut als Substrat geeignet, um die Arzneistoff-metabolisierende Kompetenz zu
beurteilen.
NeoHepatozyten und klassisch aktivierte Makrophagen metabolisieren Testosteron
zu Androstendion und in geringerem Ausmaß zu 16α-Hydroxytestosteron, aber nur
nicht in nicht zuverla¨ssig detektierbaren Konzentrationen zu 6β-Hydroxytesteron
(Abbildung 2.31). Humane Hepatozyten bilden als Hauptmetaboliten CYP3A-
vermittelt 6β-Hydroxytestosteron und als weitere Metabolite Androstendion,
16α-Hydroxytestosteron und einige weitere Hydroxytestosteron-Metabolite (Tabelle
2.4).
Im Gegensatz zu Ruhnke et al. (2005b) kann in den Inkubationsansa¨tzen von
NeoHepatozyten kein 6β-Hydroxytestosteron detektiert werden. Die mittels der
entwickelten LC/MS-Analytik erhaltenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass es
sich bei dem von Ruhnke et al. (2005b) als 6β-Hydroxytestosteron bezeichneten
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Metaboliten um 16α-Hydroxytestosteron handelt. Da die ga¨ngigen HPLC-
Methoden, die zur Charakterisierung des CYP3A4-Metabolismus anhand der
Testosteron-6β-Hydroxylierung verwendet werden, darauf ausgerichtet sind, nur
den Testosteron-Metaboliten 6β-Hydroxytestosteron in hohen Konzentration
und mit einer kurzen Laufzeit zu detektieren, kann es zu U¨berlagerungen der
Peaks der einzelnen Hydroxytestosteron-Metaboliten kommen. Friedrich et al.
(2003) verweisen auf mehrere Publikation, die u¨ber Probleme bei der Trennung
von 6β-Hydroxytesteron und 16α-Hydroxytestosteron berichten. Untersuchungen
der gesamten Testosteron-Metabolite zeigen, dass es schwierig ist, die einzel-
nen Testosteron-Metabolite ada¨quat zu trennen (van´t Klooster et al. 1993,
Yamazaki und Shimada 1997, Friedrich et al. 2003). Die entwickelte LC/MS-
und HPLC-Methode ist speziell darauf ausgelegt, 16α-Hydroxytestosteron und
6β-Hydroxytestosteron in kleinen Konzentrationen zu trennen.
Da NeoHepatozyten nicht in der Lage sind, 6β-Hydroxytestosteron in quantifi-
zierbaren Mengen als Testosteron-Metaboliten zu bilden, ist die Induktion nicht
untersucht worden. Wie die Ergebnisse zum Testosteron-Metabolismus der unter
verschiedenen Bedingungen kultivierten Zellen monozyta¨ren Ursprungs zeigen, kann
die Testosteron-16α-Hydroxylierung durch Rifampicin und Phenobarbital induziert
werden. Dies ko¨nnte die von Ruhnke et al. (2005b) gemessene minimale Induktion
erkla¨ren. U¨ber eine Induktion der Bildung von 16α-Hydroxytestosteron durch
Phenobarbital berichten mehrere Autoren (van´t Klooster et al. 1993, Ohmori et
al. 1993, Donato et al. 1995). Welches Enzym fu¨r diese Umsetzung verantwortlich
ist, ist allerdings unklar. In anderen Spezies sind CYP2B-Isoenzyme an der Bildung
von 16α-Hydroxytestosteron beteiligt (Donato et al. 1999).
Die unter verschiedenen Bedingungen kultivierten Zellen monozyta¨ren Ur-
sprungs metabolisieren Testosteron hauptsa¨chlich zu Androstendion und in
geringen Mengen zu 16α-Hydroxytestosteron. Die CYP3A4-vermittelte Bil-
dung von 6β-Hydroxytestosteron kann in sehr geringem Maße durch Kultur
in Dexamethason-freiem RPMI-Medium mit Lipopolysaccharid-Zusatz erreicht
werden. Lipopolysaccharid induziert wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten
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zu aktivierten Makrophagen die Expression der Aromatase (CYP19) (Schmidt et al.
2000). Durch keine weitere Kulturbedingung la¨sst sich 6β-Hydroxytestosteron als
Metabolit von beiden Spendern detektieren. Starke interindividuelle Unterschiede
der Testosteron-6β-Hydroxylierung sind bekannt (Westlind et al. 1999, Soars et al.
2004). Eine Aktivierung der Zellen monozyta¨ren Ursprungs beider Spender durch
Phorbolmyristatacetat beeinflusst den Testosteron-Metabolismus nicht.
δ-Aminola¨vulinsa¨ure, deren Synthese den ersten und Ausmaß-bestimmenden
Schritt der Ha¨m-Biosynthese darstellt (Cable et al. 2000, Ajioka et al. 2006), ist im
U¨berschuß zur Ha¨mbildung vorhanden gewesen, so dass genug Ha¨m fu¨r Cytochrom
P450-Isoenzyme in den Zellen vorhanden war. Im Gegensatz zu Hepatozyten la¨sst
sich in Zellen monozyta¨ren Ursprungs durch exogene δ-Aminola¨vulinsa¨ure die
CYP3A4-Aktivita¨t nicht steigern bzw. hervorrufen (Guzelian und Bissell 1976,
Weiss et al. 2003).
Einzig die Kombination von Rifampicin und Phenobarbital steigert den Meta-
bolismus von Testosteron zu 16α-Hydroxytestosteron. In RPMI-Medium ist das
Ausmaß der Steigerung dieses Metabolismus ho¨her als mit Williams E Medium
als Grundmedium. Nach Hewitt et al. (2007b) soll Dexamethason unter 1 µM im
Kulturmedium CYP3A und CYP2B nicht induzieren, aber Hepatozyten gegenu¨ber
weiteren Induktoren sensitivieren. Der Zusatz von 0,1 µM Dexamethason zum
jeweiligen Medium scheint allerdings in diesem Fall keinen Effekt zu haben.
Der Metabolismus von Testosteron zu Androstendion in Zellen monozyta¨ren
Ursprungs wird durch keine Kulturbedingung beeinflusst. Nur in den Zellen eines
Spenders kann ein Effekt durch Phorbolmyristatacetat festgestellt werden.
Mononuklea¨re Zellen aus peripherem Blut (PBMC) sind in der Lage Testosteron
u¨ber die 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen 4 und 5 sowie die 5α-Reduktase
zu metabolisieren. Dabei entsteht in ho¨heren Konzentrationen Androstendion.
Ebenso metabolisieren PBMC Dehydroepiandrosteron u¨ber die 3β-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase zu Androstendion und u¨ber 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen
zu Androstendiol und weiter zu Testosteron (Hammer et al. 2005). Schmidt et al.
(2000) haben sowohl in Monozyten als auch in Makrophagen Androstendion und
in geringen Konzentrationen 16α-Hydroxytestosteron als Testosteron-Metabolite
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detektieren ko¨nnen. Diese Unterschiede lassen sich dadurch erkla¨ren, dass Hammer
et al. (2005) PBMC, die zum gro¨ßten Teil aus peripheren T- und B-Lymphozyten
bestanden, untersucht haben. Makrophagen-a¨hnliche Synoviozyten sind in der
Lage Testosteron zu 6β-Hydroxytestosteron abzubauen (Schmidt et al. 2006). Bei
Synoviozyten handelt es sich um Zellen der Synovialmembran, einer Innenhaut
zur Unterteilung der Gelenkkapseln. Dehydroepiandrosteron und seine Metaboliten
Androstendion und Testosteron wirken anti-inflammatorisch, da sie die Sekretion
von Interleukin 1β, Interleukin 6, Tumor Nekrose Faktor (TNF) und weiterer
proinflammatorischer Mediatoren hemmen (Schmidt et al. 2005).
Diese Ergebnisse und die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Testosteron-
Metabolismus zu Androstendion und 16α-Hydroxytestosteron bei klassisch
aktivierten Makrophagen, bei unter verschiedenen Bedingungen kultivierten Zellen
monozyta¨ren Ursprungs und auch bei NeoHepatozyten eine physiologische Funktion
von aus Monozyten differenzierten Zellen ist. Dies macht noch einmal mehr
deutlich, dass es sich bei NeoHepatozyten nicht um Hepatozyten, sondern um eine
Makrophagen-Subpopulation handelt.
Die Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen ist eine weitere Fa¨higkeit von
Hepatozyten. NeoHepatozyten und klassisch aktivierte Makrophagen sind zur
N -Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin nicht in der Lage. Humane Ery-
throzyten ko¨nnen Benzamidoxim zu Benzamidin reduzieren, porcine Erythrozyten,
Plasma und Vollblut sind dazu ebenfalls in der Lage (Mau 2002). So kann festgestellt
werden, dass N -hydroxylierte Prodrugs generell nicht durch Makrophagen, weder
im Blut noch in anderen Geweben, reduziert werden, durch Erythrozyten aber eine
Aktivierung erfolgen kann.
NeoHepatozyten verhalten sich in ihrem Phase I- und Phase II-Metabolismus wie
klassisch aktivierte Makrophagen und nicht wie Hepatozyten, so dass es sich eher um
eine weitere Makrophagen-Subpopulation handelt als um Hepatozyten. Prinzipiell
wa¨re es fu¨r Studien des Arzneistoffmetabolismus und des Interaktionspotential egal,
ob es sich um Makrophagen oder Hepatozyten handelt, solange Makrophagen sich in
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ihrem Metabolismus wie Hepatozyten verhalten. Da dies aber nicht der Fall ist, ist
die metabolische Kompetenz von Makrophagen hauptsa¨chlich aus physiologischen
Aspekten interessant. Obwohl ein pharmakokinetisches Interesse darin bestehen
ko¨nnte, den Metabolismus von Arzneistoffen durch Makrophagen und Monozyten
im Blut, in der Lunge, im Knochenmark und an Entzu¨ndungsorten zu untersuchen.
Eine Transdifferenzierung von Monozyten zu Hepatozyten ist im Fall der Neo-
Hepatozyten nicht erfolgt. Als Transdifferenzierung bezeichnet man den Prozess
der U¨berfu¨hrung in einen Zelltyp mit einer vollkommen anderen Zellentwicklung.
Um repra¨sentative Aussagen treffen zu ko¨nnen, ob es sich bei den durch Kultur
erhaltenen Zellen mit Hepatozyten-Eigenschaften wirklich um Hepatozyten handelt,
sollen die von Hengstler et al. (2005) geforderten Eigenschaften charakterisiert und
mit prima¨ren Hepatozyten verglichen werden. Die Differenzierung von Monozyten
zu Makrophagen aktiviert die Gen-Expression von sehr vielen Genen, so dass durch
verschiedene Ausgangszellen und Kulturbedingungen sehr viele Makrophagen-
Subpopulationen mit verschiedenen Fa¨higkeiten generiert werden ko¨nnen, ohne
dass eine Transdifferenzierung stattfindet.
Ehnert et al. (2008) ko¨nnen im Gegensatz zu NeoHepatozyten keine CYP-
Aktivita¨ten und -Expressionen in Monozyten, aber teilweise in PCMO detektieren.
Hierbei kann es sich um die normale Differenzierung von Monozyten zu Makro-
phagen handeln, bei der die CYP-Expression beeinflusst wird (Baron et al. 1998,
Gottfried et al. 2006, Schmidt et al. 2006). Bei dem CYP-Metabolismus von
Makrophagen ko¨nnte es sich auch um eine physiologische Funktion handeln, um
deren U¨berleben in kontaminierten Geweben zu gewa¨hrleisten.
Die Expression von Connexin 32, Cytokeratin 18, Albumin, Gerinnungsfaktoren
und der an der Harnstoff-beteiligten Carbamoylphosphat-Synthetase 1 kann von
Riquelme et al. (2008) in NeoHepatozyten besta¨tigt werden (Ruhnke et al. 2005a
und 2005b). Neben NeoHepatozyten exprimieren auch andere Makrophagen-
Subpopulationen diese Proteine, so dass es sich nicht exklusiv um eine Eigenschaft
von NeoHepatozyten handelt, sondern die Expression wa¨hrend der normalen
Makrophagen-Differenzierung aktiviert wird (Riquelme et al. 2008).
134
2.5. Diskussion
Weitere Ergebnisse besta¨tigen, dass es sich bei den von Ruhnke et al. (2005a und
2005b) beschriebenen NeoHepatozyten um eine deaktivierte, Gewebe-ansa¨ssige
Makrophagen-Subpopulation handelt (Riquelme et al. 2008, Hutchinson et al. 2008,
Brem-Exner et al. 2008). So scheint die Expression von Hepatozyten-a¨hnlichen
Merkmalen, wie in dieser Arbeit fu¨r den Phase I-Metabolismus gezeigt werden
kann, wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ein normaler
Prozess zu sein. Nach Transplantation von NeoHepatozyten in die Leber von
NOD/SCID-Ma¨usen ist zwar humanes Albumin detektiert worden, aber die Zellen
mit humanem Zellkern habe keine Hepatozyten-typische Morphologie aufgewiesen.
Diese kleinen Zellen haben nur einen ungleichma¨ßigen Zellkern besessen und sich
in der Na¨he von kleinen Gefa¨ßen angelagert. Aus diesen Ergebnissen ist der Schluß
gezogen worden, dass diese Zellen kein Produkt einer Monozyten-Hepatozyten-
Transdifferenzierung darstellen (Brulport et al. 2007). Wenn NeoHepatozyten
nicht durch Transdifferenzierung entstanden sind, ko¨nnen programmierbare Zellen
monozyta¨ren Ursprungs (PCMO) nicht als multipotente Vorla¨uferzellen betrachtet
werden. Trotzdem scheinen diese Zellen in vivo die Gewebewiederherstellung zu
unterstu¨tzen und ko¨nnten zur U¨berbru¨ckung bis zur Transplantation einer Leber
bei akuten schweren Lebererkrankungen Einsatz finden (Hutschinson et al. 2007).
Im Rahmen der Arzneistoffmetabolismus-Untersuchungen ist es mo¨glich gewesen,
porcine Hepatozyten im Vergleich zu humanen Hepatozyten hinsichtlich ihrer
Aktivita¨ten, deren Inhibition und Induktion zu charakterisieren.
Die CYP1A1/2-vermittelte Ethoxyresorufin-O-Desethylierungsaktivita¨t in porcinen
Hepatozyten ist gegenu¨ber humanen Hepatozyten deutlich erho¨ht. Donato et al.
(1999) finden im Unterschied eine ho¨here Aktivita¨t in humanen Hepatozyten. Die
Ethoxycumarin-Desethylierungsaktivita¨t von porcinen Hepatozyten war dagegen
deutlich ho¨her als von humanen Hepatozyten (Donato et al. 1999).
Der Metabolismus u¨ber CYP2C-Markerreaktionen durch porcine Hepatozyten ist
teilweise mo¨glich, weist aber im Blick auf Inhibitoreffekte und Substrate Unterschie-
de auf (Skaanild 2006). Die CYP2C9-katalysierte Octyl-O-methoxyresorufin-O-
Desalkylierung findet im sta¨rkeren Ausmaß in porcinen Hepatozyten statt, ebenso
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ist der Effekt des CYP-Inhibitors Metyrapon sta¨rker ausgepra¨gt als in humane
Hepatozyten. Allgemein ist der CYP2C9-vermittelte Metabolismus und der Einfluß
von Inhibitoren stark Substrat-abha¨ngig (Marks et al. 2004, Hummel et al. 2006).
Metyrapon hemmt alle CYP-vermittelten Reaktionen, so dass keine Ru¨ckschlu¨sse
gezogen werden ko¨nnen, ob an diesen Reaktionen ein porcines CYP2C-Isoenzym
beteiligt ist.
Die CYP2E1-Aktivita¨t mit 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin als Substrat ist in
humanen Hepatozyten gegenu¨ber porcinen Hepatozyten erho¨ht. Porcine Hepato-
zyten metabolisieren das CYP2E1-Substrat Chlorzoxazon. Diese Reaktion scheint
in porcinen Hepatozyten CYP2A und CYP3A vermittelt zu sein (Skaanild 2006).
Da mit Metyrapon ein unspezifischer CYP-Inhibitor verwendet worden ist, kann
gezeigt werden, dass die Reaktion CYP-vermittelt ist, aber nicht welches Enzym
das katalysierende Isoenzym darstellt. Sollte wa¨hrend pra¨klinischer Untersuchun-
gen mit porcinen Hepatozyten der Verdacht aufkommen, dass klinisch relevante
Wechselwirkungen u¨ber CYP2C- und CYP2E1-Isoenzyme mo¨glich sind, so sollte
mit a¨ußerster Sorgfalt der Metabolismus auch unter Verwendung von humanen
Hepatozyten untersucht werden.
Mit Dibenzyl-O-methoxyfluorescein als CYP3A-Substrat kann fu¨r porcine Hepato-
zyten eine ho¨here Umsetzung als fu¨r humane Hepatozyten bestimmt werden. Die
Testosteron-6β-Hydroxylierung durch CYP3A4 erfolgt im Gegensatz dazu mit
einer ho¨heren Umsetzungsrate durch humane Hepatozyten. Der Metabolismus von
Dibenzyl-O-methoxyfluorescein in porcinen Hepatozyten ist CYP3A-vermittelt,
da sich Ketoconazol als sehr potenter Inhibitor dieser Umsetzung erweist. Eine
unterschiedliche Affinita¨t der Substrate zu den metabolisierendeb Isoenzymen
ko¨nnte eine mo¨gliche Erkla¨rung darstellen. Dass die Testosteron-6β-Hydroxylierung
als Markerreaktion fu¨r CYP3A4 in humanen Hepatozyten in sta¨rkerem Ausmaß als
in porcinen Hepatozyten erfolgt, kann in dieser Arbeit besta¨tigt werden (Donato et
al. 1999, Skaanild 2006).
Der Testosteron-Metabolismus in humanen und porcinen Hepatozyten ist sehr
a¨hnlich, da als Hauptmetabolit 6β-Hydroxytesteron gebildet wird. In humanen
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Hepatozyten wird Testosteron allerdings in deutlich geringerem Umfang zu
Androstendion metabolisiert als in porcinen Hepatozyten. In anderen humanen
Geweben wird Testosteron hauptsa¨chlich zu Androstendion metabolisiert (de
Kanter et al. 2002). Humane und porcine Hepatozyten bilden wie NeoHepatozyten
und Makrophagen 16α-Hydroxytestosteron als Metabolit. Der Metabolismus zu
16α-Hydroxytestosteron spielt in Hepatozyten eine weniger wichtige Rolle (Donato
et al. 1999, de Kanter et al. 2002).
Durch Rifampicin kann die Testosteron-6β-Hydroxylierungsaktivita¨t in a¨hnlichem
Ausmaß in porcinen und humanen Hepatozyten induziert werden. Tendenziell
ist das Ausmaß der Induktion in humanen Hepatozyten ho¨her als in porcinen,
aber die Steigerung unterliegt interindividuellen Schwankungen (Lu und Li 2001).
Die Kombination der Induktoren Rifampicin und Phenobarbital zeigt bei beiden
Spezies keinen zusa¨tzlichen Induktionseffekt. Phenobarbital alleine, wie auch
viele klinisch relevante CYP3A4-Induktoren, steigert die CYP3A-Aktivita¨t in
porcinen Hepatozyten (Olsen et al. 1997). Die Bildung von Androstendion kann in
porcinen Hepatozyten durch die Induktoren nicht beeinflusst werden. In humanen
Hepatozyten steigert Rifampicin signifikant den Metabolismus zu Androstendion.
In Hepatozyten anderer Spezies la¨sst sich der Metabolismus zu Androstendion nicht
induzieren (van´t Klooster et al. 1993). Phenobarbital steigert die Bildung von
16α-Hydroxytestosteron in humanen Hepatozyten und Hepatozyten von Wieder-
ka¨uern (Donato et al. 1995, van´t Klooster et al. 1993). In porcinen Hepatozyten
sind die Effekte von Rifampicin allein und in Kombination mit Phenobarbital
auf den CYP3A-vermittelten Metabolismus von Dibenzyl-O-methoxyfluorescein
dieselben wie auf die Testosteron-6β-Hydroxylierung. In humanen Hepatozyten
vermag die Kombination von Rifampicin mit Phenobarbital die Aktivita¨t des
Dibenzyl-O-methoxyfluorescein-Metabolismus zusa¨tzlich zur alleinigen Induktion
durch Rifampicin zu steigern.
Die N -reduktive Aktivita¨t, gemessen anhand der Umsetzung von Benzamidoxim zu
Benzamidin, ist in porcinen Hepatozyten ebenfalls deutlich sta¨rker ausgepra¨gt als
in humanen Hepatozyten. Porcine Lebermikrosomen und Lebermitochondrien be-
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sitzen ebenfalls eine ho¨here Aktivita¨t als humane (Mau 2002, Clement et al. 2005).
Porcine und humanen Hepatozyten reduzieren Benzamidoxim zu Benzamidin als
Hauptmetaboliten (Clement et al. 2001, Fro¨hlich et al. 2005). Benzamidin wird von
porcinen und humanen Hepatozyten in Phase II-Reaktionen zu Benzamidoxim-O-
Glucuronid metabolisiert, allerdings scheinen nur porcine Hepatozyten in geringen
Mengen Benzamidoxim-O-Sulfat zu bilden (Clement et al. 2001, Fro¨hlich et al.
2005). So zeigen fru¨hrere Arbeiten anhand von Benzamidoxim und 4-Nitrophenol,
dass porcine Hepatozyten zur Untersuchung des Phase II-Metabolismus geeignet
sind (Christiansen 2000, Fro¨hlich 2004). Die Literatur berichtet ebenso u¨ber
eine Reihe weiterer Substanzen, die durch Schweineleberpra¨parationen im Phase
II-Metabolismus umgesetzt werden (Behnia et al. 2000, Watkins und Klaassen 1986).
Die Effekte von Induktoren und Inhibitoren auf die CYP-Aktivita¨ten von por-
cinen Hepatozyten sind denen von humanen Hepatozyten a¨hnlich, so dass sich
Schweinehepatozyten als guter Ersatz fu¨r humane Hepatozyten erweisen. Mit dem
Wissen u¨ber Unterschiede des CYP2C- und CYP2E1-Metabolismus zwischen den
beiden Spezies lassen sich die in vitro-Methoden anpassen und gegebenenfalls die
Wechselwirkungsuntersuchungen mit humanen Hepatozyten durchfu¨hren. Porcine
Hepatozyten bilden den humanen Hepatozyten sehr a¨hnliche Metabolitenmuster,
wie anhand von Testosteron gezeigt werden konnte. Donato et al. (1999) konnten
ebenfalls zeigen, dass die Testosteron-Metabolite und das Ausmaß der Bildung
der Metabolite von porcinen Hepatozyten denen von humanen Hepatozyten im
Vergleich zu Ratten-, Kaninchen- und Hundehepatozyten am na¨chsten ist (Donato
et al. 1999). Schweinehepatozyten metabolisieren Diazepam, welches u¨ber mehrere
CYP-Enzyme zu verschiedenen Metaboliten umgesetzt wird, zu denselben Meta-
boliten wie humane Hepatozyten (Hansen et al. 2000). Diese Ergebnisse aus der
Literatur sowie die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Untersuchungen zeigen, dass
porcine Hepatozyten eine gute Alternative zu humanen Hepatozyten darstellen, um
den Metabolismus von neuen Arzneistoffkandidaten zu untersuchen.
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Die Aktivita¨ten von CYP2E1 und CYP3A4 sind sowohl direkt fluorimetrisch als
auch durch HPLC bestimmt worden.
Als Substrat fu¨r CYP2E1 ist direkt fluorimetrisch und durch HPLC 7-
Methoxy-4-trifluoromethylcumarin vermessen worden, welches zu 7-Hydroxy-
4-trifluoromethylcumarin metabolisiert wird. Die fu¨r humane und porcine
Hepatozyten direkt fluorimetrisch bestimmte CYP2E1-Aktivita¨t ist um den Faktor
4 ho¨her als die durch HPLC mit Fluoreszenz-Detektion bestimmte Aktivita¨t. Die
fluoreszierenden Eigenschaften von NADPH ko¨nnten die erho¨hten Aktivita¨ten
erkla¨ren. Da die Fluoreszenz von 7-Hydroxy-4-trifluoromethylcumarin u¨ber die Zeit
abnimmt (Wundt 2004), ko¨nnte dies die niedrigen durch HPLC bestimmten Werte
erkla¨ren. Zwar unterscheiden sich die absoluten Umsetzungsraten, die Relationen
waren aber bei beiden Verfahren gleich. So zeigt sich, dass die CYP2E1-Aktivita¨t
von humanen Hepatozyten doppelt so hoch ist wie die von porcinen Hepatozyten,
und auch das Ausmaß der Hemmung durch Metyrapon entsprechend ist. Diese Er-
gebnisse legen nahe, dass die Aussagen u¨ber Hemmeffekte gut direkt fluorimetrisch
quantifiziert werden ko¨nnen, da dieses Verfahren deutlich schneller ist.
Zur Bestimmung der CYP3A4-Aktivita¨t sind unterschiedliche Substrate verwen-
det worden, so dass die Aktivita¨ten nicht absolut verglichen werden ko¨nnen.
Das Ausmaß der Induktion und die Speziesrelation sollten gleich sein. Dies
ist nicht der Fall, da porcine Hepatozyten eine deutlich ho¨here Aktivita¨t als
humane Hepatozyten bei der direkten fluorimetrischen Aktivita¨tsbestimmung
mit Dibenzyl-O-methoxyfluorescein als Substrat aufweisen und hingegen die
Testosteron-6β-Hydroxylierungsaktivita¨t von humanen Hepatozyten deutlich ho¨her
ist. Auch die Induktoren zeigen unterschiedliche Effekte, je nach verwendetem
Substrat. Allerdings kann mit beiden Substraten und beiden analytischen Verfahren
gezeigt werden, dass NeoHepatozyten und Makrophagen keine CYP3A4-Aktivita¨t
besitzen. Fu¨r die Untersuchung von potentiellen Arzneistoffen auf ihr Indukti-
onspotential sollte besser Testosteron als Substrat verwendet werden, da hier die
Induktion der Aktivita¨t durch Rifampicin deutlich sta¨rker ausfa¨llt und so auch die
Effekte weniger potenter Induktoren detektiert werden ko¨nnen.
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2.6. Zusammenfassung und Ausblick
In dieser in vitro-Studie ist erstmal die Arzneistoff-metabolisierende Kompetenz
im Hinblick auf Aktivita¨t, Inhibition und Induktion von NeoHepatozyten neben
Makrophagen und humanen Hepatozyten untersucht worden, um zu kla¨ren, ob es
sich bei NeoHepatozyten um Hepatozyten oder um Makrophagen handelt, und ob
die Fa¨higkeit zum Arzneistoffmetabolismus eine Makrophagen-Eigenschaft dar-
stellt. Außerdem ist sowohl der Arzneistoffmetabolismus als auch der Einfluss von
Induktoren und Inhibitoren von porcinen Hepatozyten mit humanen Hepatozyten
verglichen worden.
NeoHepatozyten metabolisieren CYP1A1/2-, CYP2C9- und CYP3A4-Substrate und
ko¨nnen im Rahmen von Phase II-Reaktionen Glucuronidierungen durchfu¨hren. Die
CYP1A1/2-Aktivita¨t von NeoHepatozyten la¨sst sich inhibieren und liegt im gleichen
Bereich wie von klassisch aktivierten Makrophagen und humanen Hepatozyten. Von
humanen Hepatozyten ist allerdings bekannt, dass die CYP1A1/2-Aktivita¨t sehr
gering ist (Hengstler et al. 2000, Xu et al. 2000). Durch 3-Methylcholanthren la¨sst
sich CYP1A1/2-Aktivita¨t in prima¨ren Hepatozyten deutlich steigern. Hingegen las-
sen sich weder die CYP1A1/2-Aktivita¨ten von NeoHepatozyten noch von klassisch
aktivierten Makrophagen durch 3-Methylcholanthren induzieren. Auch Brulport
(2006) hat keine Induktion der CYP1A1/2-Aktivita¨t von NeoHepatozyten detektie-
ren ko¨nnen. Ein CYP2E1-vermittelter Metabolismus kann in NeoHepatozyten und
in klassisch aktivierten Makrophagen nicht detektiert werden. Der Metabolismus
der CYP2C9- und CYP3A4-Substrate Octyl-O-methoxyresorufin und Dibenzyl-
O-methoxyfluorescein kann durch den CYP-Inhibitor Metyrapon nicht signifikant
beeinflusst werden. Auch der potente und selektive CYP3A4-Inhibitor Ketoconazol
hemmt die Umsetzung des CYP3A4-Substrates nicht. Rifampicin allein und in
Kombination mit Phenobarbital steigert die Umsetzung des CYP3A4-Substrates
durch NeoHepatozyten nicht. Diese Ergebnisse legen nahe, dass dieser Metabolis-
mus von Octyl-O-methoxyresorufin und Dibenzyl-O-methoxyfluorescein durch
NeoHepatozyten nicht u¨ber ein CYP-Isoenzym vermittelt wird. Zur Aktivierung
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N -hydroxylierter Prodrugs sind NeoHepatozyten ebenfalls nicht in der Lage.
Entgegen fru¨herer Ergebnisse von Ruhnke et al. (2005b) metabolisieren NeoHepato-
zyten Testosteron nicht zu 6β-Hydroxytestosteron, sondern zu Androstendion und
16α-Hydroxytestosteron. Aufgrund der entwickelten LC/MS-Methode kann gezeigt
werden, dass es sich bei dem von Ruhnke et al. (2005b) als 6β-Hydroxytestosteron
bezeichneten Metaboliten um 16α-Hydroxytestosteron handelt. Der Metabolismus
zu 16α-Hydroxytestosteron kann durch Rifampicin und Phenobarbital induziert
werden. 6β-Hydroxytestosteron kann durch entwickelte LC/MS-Analytik nicht als
Testosteron-Metabolit von NeoHepatozyten und klassisch aktivierten Makrophagen
detektiert werden, was die fehlende CYP3A4-Aktivita¨t dieser Zelltypen zeigt.
Erstmals ist die Arzneistoff-metabolisierende Kompetenz von klassisch aktivierten
Makrophagen charakterisiert worden. Klassisch aktivierte Makrophagen ko¨nnen
Arzneistoffe in einer Phase II-Reaktion glucuronidieren, CYP1A1/2-vermittelt
Substrate metabolisieren und weitere Substanzen nicht CYP-vermittelt umsetzen.
Der Metabolismus des CYP3A-Substrates Dibenzyl-O-methoxyfluorescein la¨sst sich
durch die Kombination von Rifampicin und Phenobarbital induzieren. 7-Methoxy-
4-trifluoromethylcumarin als CYP2E1-Substrat wird durch klassisch aktivierte
Makrophagen nicht metabolisiert, ebenso findet keine N -Reduktion von Benzamid-
oxim zu Benzamidin statt. Der Metabolismus von Testosteron zu Androstendion
und 16α-Hydroxytestosteron durch klassisch aktivierte Makrophagen ist auch fu¨r
andere Makrophagen-Subpopulationen beschrieben (Schmidt et al. 2006).
Durch die Kultur von monozyta¨ren Zellen unter verschiedenen Bedingungen ko¨nnen
keine Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen erhalten werden.
NeoHepatozyten besitzen ein den klassisch aktivierten Makrophagen sehr a¨hnliches
Verhalten im Phase I- und Phase II-Metabolismus. Diese Ergebnisse stu¨tzen die
Annahme, dass eine Transdifferenzierung von Monozyten zu Hepatozyten nicht
erfolgt ist und es sich bei NeoHepatozyten um eine deaktivierte, Gewebe-ansa¨ssige
Makrophagen-Subpopulation handelt (Riquelme et al. 2008, Hutchinson et al.
2008, Brem-Exner et al. 2008). Wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten
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zu Makrophagen erfolgt die Aktivierung der Expression von sehr vielen Genen,
unter anderem auch der CYP-Expression, so dass die begrenzte Fa¨higkeit zum
Metabolismus von Xenobiotika eine physiologische Eigenschaft von Makrophagen
darstellt.
Makrophagen befinden sich in verschiedenen Geweben, wie in der Lunge, der
Leber, der Haut, im Knochenmark, im Lymphsystem und an Entzu¨ndungsorten,
an denen sie viele wichtige Funktionen erfu¨llen. Durch genauere Untersuchung
des Metabolismus von Xenobiotika durch Makrophagen ko¨nnten eventuell ver-
schiedene unerwu¨nschte Effekte der Arzneimitteltherapie erkla¨rt werden, wie z. B.
Agranulozytose durch Metamizol, und Prodrugs entwickelt werden, die nur durch
Makrophagen-Subpopulationen am Wirkort aktiviert werden, z. B. zur Therapie
bei Entzu¨ndungen und Tuberkulose.
Durch die Ergebnisse dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass NeoHepatozyten
nicht als Ersatz von humanen Hepatozyten geeignet sind und porcine Hepatozyten
die bessere Alternative darstellen. Der Metabolismus von verschiedenen Substraten
erfolgt zwar durch NeoHepatozyten, selten aber erfolgt eine Inhibition der Aktivi-
ta¨ten durch CYP-Hemmstoffe. Zwar ko¨nnen Ehnert et al. (2008) CYP-Aktivita¨ten
bestimmen, aber diese sind sehr gering und oft fehlen die Angaben zur Inhibition.
So kann selbst mit fluoreszierenden Substraten der inhibierende Einfluss von
neuen Arzneistoffkandidaten nicht untersucht werden. Aufgrund der geringeren
Bestimmungsgrenze bei nicht fluoreszierenden Substanzen ist es gar nicht mo¨glich
den Metabolismus von neuen Arzneistoffkandidaten zu untersuchen. Ein weiteres
wichtiges Kriterium zur Eignung als Ersatz fu¨r humane Hepatozyten ist die
Induktion von CYP-Aktivita¨ten. Die Minimalanforderungen der FDA sieht nur
die U¨berpru¨fung der Induktion durch neue Arzneistoffkandidaten von CYP1A1/2
und CYP3A4 vor (FDA-Guidance for Industry: Drug interaction studies 2006). Da
eine Induktion von CYP1A1/2 und CYP3A4 in NeoHepatozyten nicht detektiert
werden kann, sind NeoHepatozyten auch hierfu¨r nicht geeignet.
Die am Anfang vielversprechenden NeoHepatozyten stellen keine ada¨quate Al-
ternative fu¨r humane Hepatozyten in der pharmakologischen und toxikologischen
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Forschung dar. Eine weitere Erforschung der Differenzierung und welche Faktoren
hervorrufen, dass bestimmte Gene exprimiert und aktiviert werden, ko¨nnte zu
Hepatozyten-a¨hnlichen Zellen aus Vorla¨uferzellen fu¨hren. Zur Unterstu¨tzung der
Lebergewebe-Wiederherstellung und zur U¨berbru¨ckung bis zur Transplantation bei
akuten und schweren Lebererkrankungen ko¨nnten Monozyten und aus Monozyten-
differenzierten Zellen eine vielversprechende Alternative darstellen (Hutschinson et
al. 2007).
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt ein umfassender Vergleich der metabolischen
Kompetenz von porcinen und humanen Hepatozyten. Von porcinen Hepatozyten
werden die verwendeten Markersubstrate fu¨r CYP1A1/2 und CYP2C mit einer
ho¨heren Aktivita¨t als von humanen Hepatozyten umgesetzt, die CYP2E1-Aktivita¨t
war in humanen Hepatozyten ho¨her. Unter Verwendung von Dibenzyl-O-
methoxyfluorescein als CYP3A-Substrat weisen porcine Hepatozyten die ho¨here
Umsetzungsrate auf. Die Testosteron-6β-Hydroxylierung durch CYP3A4 erfolgt
im Gegensatz dazu mit einer ho¨heren Aktivita¨t durch humane Hepatozyten. Die
Hemmung bei allen CYP-Aktivita¨ten in humanen und porcinen Hepatozyten erfolgt
in einem a¨hnlichem Ausmaß. Teilweise ist die Hemmung bei porcinen Hepatozyten
sta¨rker ausgepra¨gt. Hinsichtlich ihres Ansprechen auf Induktoren zeigen porcine
und humane Hepatozyten ein a¨hnliches Verhalten.
Durch die Bestimmung des Benzamidoxim-Metabolismus von humanen und porci-
nen Hepatozyten ist erstmals ein direkter Vergleich der N -reduktiven Aktivita¨t von
Hepatozyten beider Spezies mo¨glich. Aus vorherigen Arbeiten war bekannt, dass
durch humane und porcine Hepatozyten die gleichen Benzamidoxim-Metabolite
gebildet werden (Clement et al. 2001, Fro¨hlich et al. 2005). Dass das Testosteron-
Metabolitenmuster von porcinen Hepatozyten denen von humanen Hepatozyten
entspricht, kann in dieser Arbeit besta¨tigt werden.
Porcine Hepatozyten stellen eine gute Alternative zu humanen Hepatozyten dar,
da sie Substrate mit a¨hnlichen Aktivita¨ten und a¨hnlichem Metabolitenmuster
umsetzen. Ebenso zeigen Induktoren und Inhibitoren vergleichbaren Einfluss auf die
Enzymaktivita¨ten. Mit porcinen Hepatozyten lassen sich sa¨mtliche Metabolite von
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neuen Arzneistoffkandidaten sowie mo¨gliche Induktions- und Inhibitionseffekte von
neuen Arzneistoffkandidaten untersuchen. Die Aktivita¨ten und inhibitorischen und
induktorischen Effekte sind aufgrund den mit humanen Hepatozyten vergleichbaren
Umsetzungraten gut zu detektieren und zu vergleichen. Trotz vergleichbar hoher
Homologien der einzelnen porcinen CYP-Isoenzyme zu entsprechenden humanen
Isoenzymen, scheinen teilweise jedoch andere Isoenzyme am Metabolismus beteiligt
zu sein. Eine bessere Charakterisierung ko¨nnte die U¨bertragung der in vitro-
Ergebnisse auf in vivo-Vorhersagen im Menschen verbessern. Ein weiterer großer
Vorteil von porcinen Hepatozyten ist die gute Verfu¨gbarkeit, die Planbarkeit der
Isolierung und Versuchsdurchfu¨hrung und keine zusa¨tzliche To¨tung von Tieren, da
die Lebern von zum Verzehr geschlachteten Schweinen stammen.
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3. Induktion des N-reduktiven drei
Komponenten-Enzym-Komplexes
3.1. Einleitung
Amidine und Guanidine stellen oft essentielle Gruppen in Arzneistoffen dar.
Unter physiologischen Bedindungen liegen diese stark basischen Verbindungen
protoniert vor und ko¨nnen so im Gastrointestinal Trakt schlecht resorbiert werden.
Die N -Hydroxylierung von Amidinen und Guanidinen stellt ein Prodrug-Prinzip
dar, da durch Verringerung der Basizita¨t diese Substanzen als Amidoxim und
N -Hydroxyguanidin ungeladen vorliegen und besser oral bioverfu¨gbar sind. Auf
peptidomimetische Inhibitoren, wie z. B. den Thrombin-Inhibitor Melagatran,
und Therapeutika der Afrikanischen Schlafkrankheit und Leishmaniose ist dieses
Prodrug-Prinzip bereits angewandt worden (Gustafsson et al. 2001, Clement und
Lopian 2003, Clement und Raether 1985, Bray et al. 2003). Die Aktivierung der Pro-
drugs sollte kein zusa¨tzliches Potential fu¨r Interaktionen mit anderen Arzneistoffen
hervorrufen. Deswegen ist es von Interesse, ob der an der Aktivierung beteiligte drei
Komponenten-Enzym-Komplex, bestehend aus mitochondrialer Benzamidoxim-
reduzierender Komponente (mARC), Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom
b5-Reduktase, durch klassische Induktoren Arzneistoff-metabolisierender Enzyme
oder durch eigene Substrate induzierbar ist.
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3.1.1. Benzamidoxim- und Guanoxabenz-Metabolismus durch
Hepatozyten
Abbildung 3.1.: N-Reduktion des Modellsubstrates Benzamidoxim zu Benzamidin.
Der Benzamidoxim-Metabolismus von Hepatozyten ist sehr ausfu¨hrlich untersucht
worden (Christiansen 2000, Fro¨hlich 2004). Benzamidoxim wird zu 98% zu Benz-
amidin metabolisiert (Fro¨hlich et al. 2005) (Abbildung 3.1). In Phase II-Reaktionen
metabolisieren Hepatozyten Benzamidoxim zu Benzamidoxim-O-Glucuronid.
Benzamidoxim-O-Sulfat wird nur in sehr geringen Konzentrationen von porcinen,
nicht aber von humanen Hepatozyten gebildet (Clement et al. 2001, Fro¨hlich et al.
2005). Der Benzamidoxim-Metabolismus in den Hepatozyten kann mikrosomal am
Endoplasmatischen Retikulum oder durch Mitochondrien erfolgen. Sowohl mikro-
somal als auch mitochondrial ist wahrscheinlich das gleiche Enzymsystem beteiligt.
Unklar ist allerdings, ob mikrosomal neben Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom
b5-Reduktase ein anderes Enzym als die mitochondriale Benzamidoxim-reduzierende
Komponente beteiligt ist. Die Effizienz des mitochondrialen Enzym-Komplexes
ist wesentlich ho¨her als die des mikrosomalen (Clement et al. 2005). Dies legt
nahe, dass in der Zelle der Metabolismus hauptsa¨chlich u¨ber den mitochondrialen
Enzym-Komplex erfolgt. Teilweise sind Mitochondrien auch in der Lage eigene
Enzyme zu exprimieren, aber oft produziert die umgebende Zelle die Enzyme,
die dann in die Mitochondrien eingebaut werden. Benzamidoxim ist sehr gut als
Modellsubstrat fu¨r die Aktivita¨t des drei Komponenten-Enzym-Komplexes, beste-
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hend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase, geeignet,
da Hepatozyten Benzamidoxim fast ausschließlich zu Benzamidin metabolisieren
und dieser Metabolismus wahrscheinlich an der a¨ußeren mitochondrialen Membran
erfolgt, an der der Enzym-Komplex lokalisiert ist (Fro¨hlich et al. 2005, Havemeyer
et al. 2006, Gru¨newald et al. 2008).
Abbildung 3.2.: N-Reduktion des Guanoxabenz zu Guanabenz.
Bei Guanoxabenz und Guanabenz handelt es sich um Arzneistoffe mit einer zentra-
len agonistischen Wirkung an α2-Adrenozeptoren, die als Antihypertensiva teilweise
noch zugelassen sind. Guanoxabenz und Guanabenz geho¨ren zur chemischen
Klasse der Amidinohydrazone (Guanylhydrazone, Aminoguanidine). Im Menschen
erfolgt die N -Oxygenierung von Guanabenz zu Guanoxabenz ausschließlich u¨ber
CYP1A2, so dass diese Umsetzung als Markerreaktion fu¨r dieses CYP-Isoenzym
verwendet werden kann (Clement und Demesmaeker 1997). In Hepatozyten kann
hingegen kein Metabolismus von Guanabenz zu Guanoxabenz detektiert werden
(Fro¨hlich 2004). Die umgekehrte N -Reduktion von Guanoxabenz zu Guanabenz
vermittelt sowohl der drei Komponenten-Enzym-Komplex als auch die Xanthin-
oxidase, allerdings bevorzugt unter anaeroben Bedingungen (Gru¨newald et al.
2008, Dambrova et al. 1998a und 1998b). Der Metabolismus von Guanoxabenz
erfolgt in Hepatozyten hauptsa¨chlich zu Guanabenz (Fro¨hlich 2004) (Abbildung
3.2). Da der Guanoxabenz-Metabolit Guanabenz in Studien eine 100-fach ho¨here
Affinita¨t zum α2-Adrenozeptor in der Rattenmilz zeigt (Uhlen et al. 1998), kann
man Guanoxabenz als Prodrug von Guanabenz ansehen.
Im Rahmen des Phase I-Metabolismus wird Guanoxabenz nicht weiter hydroxyliert.
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Guanabenz dagegen kann am Benzolring hydroxyliert werden (Fro¨hlich 2004,
Meacham et al. 1980, Miyamoto et al. 1982). Im Phase II-Metabolismus werden von
Schweinehepatozyten fu¨nf verschiedene Glucuronid-Metabolite aus Guanoxabenz
gebildet. Guanabenz wird zu Guanabenz-N -Glucuronid und zu einem Glucuronid
eines C -hydroxylierten Guanabenz metabolisiert (Fro¨hlich 2004).
(a) N 4-Hydroxycytosin (b) N 6-Hydroxyaminopurin
Abbildung 3.3.: Potentielle physiologische Substrate von mARC, Cytochrom b5 und NADH-
Cytochrom b5-Reduktase.
Oft weisen N -hydroxylierte Verbindungen mutagene Eigenschaften auf, z. B. zeigt
sich Guanoxabenz im Gegensatz zu Guanabenz im Ames-Test als mutagen (Clement
et al. 1996). Gleiches gilt fu¨r Benzamidoxim im Vergleich zu Benzamidin (Clement
et al. 1988b). Die rasch ablaufende N -Reduktion fu¨hrt zu Detoxifizierung. Bei den
in Abbildung 3.3 dargestellten N 4-Hydroxycytosin und N 6-Hydroxyaminopurin
handelt es sich um mo¨glichliche physiologisch vorkommende N -hydroxylierte
Verbindungen mit toxischen und mutagenen Eigenschaften (Clement und Kun-
ze 1990, Khromov-Borisov 1997). Dass die N -Hydroxylierung von Adenin zu
N 6-Hydroxyaminopurin physiologisch in vitro mo¨glich ist, ist von Clement und
Kunze (1990) gezeigt worden. Der drei Komponenten-Enzym-Komplex, beste-
hend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase, kann
N 4-Hydroxycytosin zum untoxischen Cytosin reduzieren (Gru¨newald 2008).
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3.1.2. Induktion von Molybdoenzymen
Bei der mitochondrialen Benzamidoxim-reduzierenden Komponente (mARC)
handelt es sich um ein Molybda¨n-haltiges Enzym. Die drei weiteren in Sa¨ugetieren
bekannten Molybdo-Enzyme sind die Xanthinoxidoreduktase, die Aldehyd-Oxidase
und die Sulfit-Oxidase. Die Xanthindehydrogenase und die Xanthinoxidase stellen
zwei ineinander u¨berfu¨hrbare Formen der Xanthinoxidoreduktase dar. Sugihara et
al. (2001) ko¨nnen zeigen, dass 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) die Ak-
tivita¨ten der Xanthindehydrogenase, der Xanthinoxidase und der Aldehyd-Oxidase
induziert und dass die Induktion von Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase
u¨ber den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) erfolgt. 3-Methylcholanthren ist eben-
falls in der Lage die Aktivita¨ten von Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase zu
steigern (Sugihara et al. 2001). Bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) kann ebenfalls
die Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase induzieren (Kurosaki et al. 1995).
3.2. Zielsetzung
Bisherige Studien im Arbeitskreis haben sich sehr ausfu¨hrlich mit dem Metabolis-
mus N -hydroxylierter Verbindungen bescha¨ftigt. Inzwischen ist aufgekla¨rt, dass
der drei Komponenten-Enzym-Komplex, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und
NADH-Cytochrom b5-Reduktase, die Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen
vermittelt. Die N -Hydroxylierung von Amidinen und Guanidinen stellt ein an-
erkanntes Prodrug-Prinzip dar (Clement 2002). Deswegen ist von Interesse, ob
sich die Aktivierung dieser Prodrugs induzieren la¨sst und welche Arzneistoffe und
Substanzen dazu in der Lage sind. U¨ber die Untersuchung der Induktion lassen sich
auch Ru¨ckschlu¨sse u¨ber die physiologische Funktion von Enzymen ziehen. So ko¨nnte
eine Induktion des drei Komponenten-Enzym-Komplexes z. B. eine Schutzfunktion
des Organismus vor mutagenen N -hydroxylierten Nukleinbasen darstellen.
Anhand von klassischen Induktoren Arzneistoff-metabolisierender Enzyme soll
das Potential der Induktion der Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen un-
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tersucht werden. Als Induktoren sollen der AhR-Ligand 3-Methylcholanthren, der
CAR-Ligand Phenobarbital und der PXR-Ligand Rifampicin verwendet werden. 3-
Methylcholanthren als Induktor ist von besonderen Interesse, da dieser AhR-Ligand
die Aktivita¨t der Molybdoenzyme Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase
induziert (Sugihara et al. 2001). Bakterielles Lipopolysaccharid kann den Meta-
bolismus von Molybdoenzymen ebenfalls steigern (Kurosaki et al. 1995). Deswegen
soll versucht werden, die Aktivita¨t des zu untersuchenden Enzymkomplexes mit
Lipopolysaccharid zu steigern.
Des Weiteren soll untersucht werden, ob Substrate des drei Komponenten-Enzym-
Komplexes ihren eigenen Metabolismus induzieren ko¨nnen. Hierzu sollen die
Modellsubstanzen fu¨r Amidoxime und N -Hydroxyguanidine, Benzamidoxim und
Guanoxabenz, sowie die mo¨glichen physiologischen Substanzen N 4-Hydroxycytosin
und N 6-Hydroxyaminopurin verwendet werden.
In Kapitel 2 und in der Literatur ist gezeigt worden, dass porcine Hepatozyten eine
gute Alternative zu humanen Hepatozyten in Induktionsuntersuchungen darstellen,
da sie sehr a¨hnlich auf Induktoren ansprechen (Behnia et al. 2000, Hansen et al.
2000, Fro¨hlich 2004). Deswegen ko¨nnen fu¨r die Induktionsuntersuchungen porcine
Hepatozyten verwendet werden.
Die Substrate sind in verschiedenen Konzentrationen als Induktoren dem Kultur-
medium zugesetzt worden, da die Induktion Konzentrations-abha¨ngig ist. Fu¨r die
Induktoren 3-Methylcholanthren, Phenobarbital und Rifampicin ist in Kapitel 2
und von Fro¨hlich (2004) gezeigt worden, dass die dort verwendeten Induktorkon-
zentrationen geeignet sind, um die Aktivita¨t von CYP1A1/2, CYP2C und CYP3A
zu induzieren.
Das Ausmaß der Induktion soll u¨ber eine Steigerung der N -Reduktion von
Benzamidoxim zu Benzamidin als Markerreaktion untersucht werden. Die
Benzamidoxim-N -Reduktion ist sehr gut als Aktivita¨tsbestimmung des Enzym-
Komplexes, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-
Reduktase, geeignet.
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3.3. Methoden
3.3.1. Isolierung und Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
3.3.1.1. Material und Gera¨te
In Kapitel 2.3.2.1 wurden alle zur Isolierung und Kultur verwendeten Materialien
und Gera¨te aufgefu¨hrt.
3.3.1.2. Isolierung prima¨rer Hepatozyten
Zur Untersuchung der Induktion der N -Reduktion wurden porcine Hepatozyten
verwendet. Die Isolierung von Schweinehepatozyten aus Lebern von frisch geschlach-
teten deutschen Kreuzungsschweinen erfolgte wie in Kapitel 2.3.2.3 beschrieben.
3.3.1.3. Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
Nach Isolierung der porcinen Hepatozyten wurde wie in Kapitel 2.3.2.4 die Aus-
beute und Viabilita¨t bestimmt. Die Hepatozytensuspension wurde mit Williams E
Medium mit Zusa¨tzen und fo¨talem Ka¨lberserum (Tabelle 3.1) auf eine Zellzahl von
1,5 × 106 Zellen pro ml Medium eingestellt. Wie bereits in Kapitel 2.3.2.5 beschrie-
ben, wurden jeweils 2 ml der Hepatozytensuspension (etwa 3 × 106 Zellen pro Loch)
auf Kollagen-beschichtete 6-Loch-Gewebekulturplatten (∅ = 3,49 cm) pipettiert.
Nach 90-minu¨tiger Inkubation im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer
Feuchte wurde das u¨berstehende Kulturmedium abgenommen, um tote und nicht
adha¨rente Zellen zu entfernen, und durch 2 ml frisches Kulturmedium ersetzt. Die
Kultivierung erfolgte im Brutschrank unter aufgefu¨hrten Bedingungen.
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Kulturmedium fu¨r die Grundmedium
ersten 24 Stunden fu¨r die Induktion
Substanz Konzentration im Medium
Glucagon 0,0014 µg/ml 0,0014 µg/ml
Prednisolon 9,6 µg/ml 9,6 µg/ml
Insulin 0,16 U/ml 0,16 U/ml
L-Glutamin 2 mM 2 mM
Penicillin 150 U/ml 150 U/ml
Streptomycin 150 µg/ml 150 µg/ml
Fo¨tales Ka¨lberserum 10% -
Tabelle 3.1.: Mediumzusa¨tze zum Williams E Medium zur Kultivierung prima¨rer Hepatozyten
in den ersten 24 Stunden und als Grundmedium fu¨r die Induktion.
3.3.2. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus
3.3.2.1. Material und Gera¨te
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei der Firma
Merck, Darmstadt, in ho¨chster verfu¨gbarer Reinheit erworben. Krebs-Henseleit-
Puffer, 3-Methylcholanthren, Phenobarbital-Natrium, Rifampicin, Benzamidin,
Octylsulfonat-Natriumsalz und Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella enteri-
ca Serotyp minnesota stammten von Sigma-Aldrich, Steinheim. R. I. Chemi-
cals Inc., Orange, CA, USA, war der Lieferant von N 4-Hydroxycytosin. N 6-
Hydroxyaminopurin wurde von Aurora Fine Chemicals Ltd, Graz, O¨sterreich, bezo-
gen. Guanabenz-Acetat wurde freundlicherweise von Wyeth-Pharma GmbH, Mu¨ns-
ter, zur Verfu¨gung gestellt. Guanoxabenz-Hydrotosilat und Benzamidoxim wur-
den im Arbeitskreis synthetisiert. DMSO, Methanol und Acetonitril wurden von
Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland, bezogen. Der Proteingehalt wurde mit
dem BCA-Protein-Assay-Reagent von Pierce, Bonn, bestimmt.
Weitere verwendete Materialien und Gera¨te wurden in Kapitel 2.3.2.1 beschrieben.
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Induktor Induktor- Lo¨sungsmittel- Lo¨sungsmittel-
Konzentration kontrolle Konzentration
3-Methylcholanthren 2,5 µM Acetonitril 0,66%
Phenobarbital-Natrium 1,5 mM Aqua bidest. -
Rifampicin 25 µM DMSO 0,1%
Tabelle 3.2.: Eingesetzte Konzentrationen der Induktoren von Arzneistoff-metabolisierenden
Enzymen und der verwendeten Lo¨sungsmittel als Kontrollen.
3.3.2.2. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch bekannte
Induktoren von Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen
Das Ausplattieren der prima¨ren Hepatozyten, der erste Mediumwechsel und die
Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben. Die Induktion der prima¨ren
Hepatozyten begann nach 24 Stunden in Kultur.
Zu Beginn der Induktion wurde das Kulturmedium abgenommen und durch
Induktionsmedium ersetzt. Dem Induktionsmedium (Tabelle 3.1) wurden die
Induktoren vorher frisch zugesetzt. Als Kontrolle dienten zum einen Hepatozyten-
kulturplatten, bei denen dem Induktionsmedium das Lo¨sungsmittel des Induktors
zugesetzt wurde und zum anderen Hepatozytenkulturplatten mit reinen Induktions-
medium. Als bekannte Induktoren von Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen
wurden der AhR-Ligand 3-Methylcholanthren, der CAR-Ligand Phenobarbital
und der PXR-Ligand Rifampicin verwendet. In Tabelle 3.2 sind die eingesetzten
Konzentrationen der Induktoren und die jeweilige Lo¨sungsmittelkontrolle aufge-
fu¨hrt. Die Induktion mit dem jeweiligen Zusatz zum Induktionsmedium erfolgte im
Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte u¨ber einen Zeitraum
von 72 Stunden. Alle 24 Stunden wurden die Zellen von altem Medium befreit und
mit dem jeweilig neuem u¨berschichtet.
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3.3.2.3. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch Lipopolysaccharid
Das Ausplattieren der prima¨ren Hepatozyten, der erste Mediumwechsel und die
Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben. Das weitere Vorgehen
ist in Kapitel 3.3.2.2 beschrieben. Dem Induktionsmedium (Tabelle 3.1) wurde
Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella enterica Serotyp minnesota in einer
Konzentration von 0,1 µg/ml zugesetzt. Die eingesetzte Konzentration von LPS
entsprach der zur Aktivierung von klassisch aktivierten Makrophagen verwendeten
Konzentration (Martinez et al. 2006). Da LPS in PBS pH 7,4 gelo¨st war, wurde auf
eine Kontrolle mit Lo¨sungsmittel verzichtet und nur eine Kontrolle ohne weitere
Zusa¨tze zum Induktionsmedium verwendet. Die Induktion erfolgte im Brutschrank
bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte u¨ber einen Zeitraum von 72
Stunden. Alle 24 Stunden wurde das Induktionsmedium durch das jeweilig neue
ersetzt.
3.3.2.4. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch Substrate
Die prima¨ren Hepatozyten wurden ausgesa¨t und kultiviert, wie in Kapitel 3.3.1.3
beschrieben, und die Vorbereitung zur Induktion erfolgte wie in Kapitel 3.3.2.2.
In Tabelle 3.3 sind die Induktoren und Lo¨sungsmittelkontrollen mit den eingesetzten
Konzentrationen aufgefu¨hrt. Als Induktoren wurden die Substrate Benzamidoxim,
Guanoxabenz, N 4-Hydroxycytosin und N 6-Hydroxyaminopurin verwendet. Da
die Substrate zum ersten Mal hinsichtlich ihres Induktionspotentials untersucht
wurden, wurden sie in mindestens zwei verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
Als weitere Kontrolle wurden Zellen mit Induktionsmedium ohne Zusa¨tze kultiviert.
U¨ber einen Zeitraum von 72 Stunden erfolgte die Induktion mit dem jeweili-
gen Induktor bzw. Lo¨sungsmittel im Induktionsmedium im Brutschrank bei 37◦C,
5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte. Alle 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel.
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Induktor Induktor- Lo¨sungsmittel- Lo¨sungsmittel-
Konzentration kontrolle Konzentration
Benzamidoxim 20 µM Aqua bidest. -
50 µM -
100 µM -
200 µM -
500 µM -
750 µM -
1000 µM -
Guanoxabenz 2 µM Methanol 0,05%
20 µM Methanol 0,05%
200 µM Methanol 0,5%
N 4-Hydroxy- 20 µM Phosphatpuffer -
cytosin 200 µM (10 mM) pH 6,0 -
N 6-Hydroxy- 20 µM Methanol 0,2%
aminopurin 200 µM Methanol 2%
Tabelle 3.3.: Eingesetzte Konzentrationen von Substraten als Induktoren und und der ver-
wendeten Lo¨sungsmittel als Kontrollen.
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3.3.2.5. Inkubation mit Benzamidoxim
Nach 72-stu¨ndiger Induktion erfolgte die Inkubation mit Benzamidoxim zur Aktivi-
ta¨tsbestimmung des drei Komponentensystems, bestehend aus mARC, Cytochrom
b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase.
Da die Inkubation in den Gewebekulturplatten stattfinden sollte, wurde das
Induktionsmedium von den Kulturplatten abgenommen und die Zellen zweimal
mit Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 gewaschen. Daran schloss sich eine 2-stu¨ndige
Vorinkubation mit 1500 µl Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 im Brutschrank bei 37◦C,
5% CO2 und 95% relativer Feuchte an, um die Induktoren auszuwaschen. Diese
Vorinkubation sollte mo¨gliche Beeintra¨chtigungen der anschließenden Inkubation
durch Induktoren reduzieren.
Das Substrat Benzamidoxim wurde in Aqua bidest. gelo¨st und mit Krebs-Henseleit-
Puffer pH 7,4 auf eine Konzentration von 200 µM verdu¨nnt. Fu¨r die eigentliche
Inkubation wurde der Vorinkubationspuffer abgenommen und die Reaktion durch
Zugabe von 1500 µl 200 µM Benzamidoxim-Inkubationslo¨sung gestartet. Als Kon-
trolle dienten zum einen Hepatozyten, die mit Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 ohne
Substrat inkubiert wurden, und zum anderen Hepatozyten, die mit 2 ml eiskaltem
Methanol abgeto¨tet und anschließend mit 200 µM Benzamidoxim-Inkubationslo¨sung
versetzt wurden. Die Zellkulturplatten wurden fu¨r 60 Minuten im Brutschrank bei
37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Feuchte inkubiert.
Nach 60 Minuten wurden die Zellkulturplatten aus dem Brutschrank genommen,
zweimal 600 µl U¨berstand pro Loch abgenommen, in 1,5 ml Eppendorfgefa¨ße u¨ber-
fu¨hrt und bei -20◦C eingefroren. Anschließend wurden die Proben gefriergetrocknet.
Die gefriergetrockneten Proben wurden bei -20◦C gelagert. Kurz vor der Vermessung
wurden die gefriergetrockneten Proben in 200 µl 100 mM Phosphatpuffer pH 2,2
gelo¨st, gevortext und fu¨r 5 Minuten bei 10.000 U/min zentrifugiert. Die klaren
U¨bersta¨nde wurden zur HPLC-Analyse herangezogen.
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden die Zellkulturplatten trocken geklopft,
mit 500 µl 0,1 M Natronlauge versetzt und u¨ber Nacht dicht verschlossen stehen
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gelassen (Lu und Li 2001). Die aufgelo¨sten Zellen wurden am na¨chsten Tag mit
einem Zellschaber abgekratzt und in 1,5 ml Eppendorfgefa¨ße u¨berfu¨hrt. Der
Proteingehalt dieser Lo¨sung wurde mit den BCA-Protein-Assay-Reagenzien nach
Smith et al. (1985) bestimmt.
3.3.2.6. Analytik des Benzamidoxim-Metabolismus
Die Analytik erfolgte mit der nachfolgend angegebenen Methode in Anlehnung an
Reeh et al. 2007 und Kapitel 2.3.6.3. Der wa¨ssrige Anteil der mobilen Phase wurde
durch einen Sartorius-Membranfilter mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm
filtriert und nach Zugabe von Acetonitril 15 Minuten im Ultraschallbad entgast.
Zur Quantifizierung des gebildeten Benzamidins wurde eine 8-Punkt-Kalibrierung
erstellt, die den Konzentrationsbereich von 0,1 µM bis 100 µM Benzamidin
abdeckte. Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden die fu¨r die Kalibrierung
angegebenen Konzentrationen des Metaboliten in 200 µM Benzamidoxim-haltigem
Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 hergestellt. Diese Ansa¨tze wurden auf Kollagen-
beschichtete 6-Loch-Gewebekulturplatten gegeben und 60 Minuten im Brutschrank
bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Feuchte inkubiert. Die weitere Aufarbeitung
der Ansa¨tze erfolgte wie beschrieben (Kapitel 3.3.2.5).
HPLC Pumpe Waters 600, Milford, CT, USA
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Milford, CT, USA
Autosampler Waters 717 plus, Milford, CT, USA
Integrator EZ Chrom Chromatography Data System,
Version 6.7 und EZ Chrom SS42 Interface,
Scientific Software Inc., Pleasanton, CA, USA
Stationa¨re Phase Synergy Max-RP 80A 250 × 4,6 mm (4 µm)
Vorsa¨ule: SecurityGuard C18 4 × 3 mm (4 µm)
beides Phenomenex, Aschaffenburg
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Mobile Phase 82,5% 10 mM Octylsulfonat in Aqua bidest, pH 2,5
(mit konz. H3PO4 eingestellt)
17,5% Acetonitril (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 32 min
Injektionsvolumen 40 µl
Detektion UV: λ = 229 nm
Retentionszeiten Benzamidoxim 22,8 min ± 0,3 min
Benzamidin 26,0 min ± 0,4 min
3.3.3. Induktion des Guanoxabenz-Metabolismus
3.3.3.1. Material und Gera¨te
Die verwendeten Materialien und Gera¨te wurden in Kapitel 3.3.2.1 bereits beschrie-
ben.
3.3.3.2. Induktion des Guanoxabenz-Metabolismus durch Benzamidoxim
In Kapitel 3.3.1.3 ist die Aussaat und Kultivierung beschrieben. Nach 24 Stunden
in Kultur wurde das Kulturmedium abgenommen und durch Induktionsmedium
ersetzt. Dem Induktionsmedium wurde Benzamidoxim in den Konzentrationen
20 µM, 200 µM und 1 mM zugesetzt. Auf eine Lo¨sungsmittelkontrolle wurde
verzichtet, da Benzamidoxim in Aqua bidest. gelo¨st wurde. Als einzige Kontrolle
diente die Kultur der Hepatozyten mit reinem Induktionsmedium (Tabelle 3.1).
Die Induktion mit der jeweiligen Konzentration im Induktionsmedium erfolgte im
Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte u¨ber einen Zeitraum
von 72 Stunden. Alle 24 Stunden wurde das alte Medium durch das jeweilig neue
Induktionsmedium ausgetauscht.
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3.3.3.3. Inkubation mit Guanoxabenz
Als weiteres Substrat des drei Komponentensystems wurde Guanoxabenz zur Be-
stimmung der Induktion durch Benzamidoxim eingesetzt. Die Inkubation fand mit
in Kollagen-beschichteten 6-Loch-Gewebekulturplatten (∅ = 3,49 cm) kultivierten
Hepatozyten nach 72-stu¨ndiger Induktion statt. Die Durchfu¨hrung orientierte sich
an Fro¨hlich (2004) und der Inkubation mit Benzamidoxim (Kapitel 3.3.2.5).
Das Induktionsmedium wurde von den Kulturplatten abgenommen und die Zellen
zweimal mit Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 gewaschen. Daran schloss sich eine
2-stu¨ndige Vorinkubation mit 1500 µl Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 im Brutschrank
bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer Feuchte an, um Benzamidoxim auszuwaschen.
Als Inkubationslo¨sung wurde Guanoxabenz, in einem Gemisch aus gleichen Teilen
PBS pH 7,4 und Methanol gelo¨st, in einer Konzentration von 200 µM in Krebs-
Henseleit-Puffer pH 7,4 verwendet. Nach der Vorinkubation wurde der Puffer
abgenommen und die Reaktion durch Zugabe von 1500 µl 200 µM Guanoxabenz-
Inkubationslo¨sung gestartet. Als Kontrolle dienten zum einen Hepatozyten, die mit
Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 ohne Substrat inkubiert wurden, und zum anderen
Hepatozyten, die mit 2 ml eiskaltem Methanol abgeto¨tet und anschließend mit
200 µM Guanoxabenz-Inkubationslo¨sung u¨berschichtet wurden. Die Zellkulturplat-
ten wurden fu¨r 60 Minuten im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2 und 95% relativer
Feuchte inkubiert.
Nach 60 Minuten wurden die Zellkulturplatten aus dem Brutschrank genommen,
zweimal 600 µl U¨berstand pro Loch abgenommen, in 1,5 ml Eppendorfgefa¨ße u¨ber-
fu¨hrt und bei -20◦C eingefroren. Anschließend wurden die Proben gefriergetrocknet
und bei -20◦C gelagert. Kurz vor der Vermessung wurden die gefriergetrockneten
Proben in 200 µl Fließmittel (Kapitel 3.3.3.4) gelo¨st, gevortext und fu¨r 5 Minuten
bei 10.000 U/min zentrifugiert. Die klaren U¨berstande wurden zur HPLC-Analyse
herangezogen.
Der Proteingehalt wurde wie in Kapitel 3.3.2.5 beschrieben bestimmt.
159
3. Induktion des N-reduktiven drei Komponenten-Enzym-Komplexes
3.3.3.4. Analytik des Guanoxabenz-Metabolismus
Die Analytik des Guanoxabenz-Metaboliten Guanabenz erfolgte mit einer HPLC-
Methode, die aus der LC/MS-Methode von Fro¨hlich (2004) und Dambrova et al.
(1998a) abgeleitet wurde. Der Ammoniumacetat-Puffer der mobilen Phase wurde
durch einen Sartorius-Membranfilter mit einem Porendurchmesser von 0,45 µm
filtriert. Im Ultraschallbad wurde nach der Zugabe von Methanol 15 Minuten
entgast. Zur Kalibrierung der HPLC-Analytik wurde eine 6-Punkt-Kalibrierung
in einem Konzentrationsbereich von 2 µM bis 200 µM Guanabenz erstellt. Um
die Wiederfindung zu bestimmen, wurden ebenfalls die fu¨r die Kalibrierung
angegebenen Konzentrationen des Metaboliten in 200 µM Guanoxabenz-haltigem
Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 hergestellt und auf mit Kollagen-beschichteten
6-Loch-Gewebekulturplatten fu¨r 60 Minuten im Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2
und 95% relativer Feuchte inkubiert. Die weitere Aufarbeitung der Ansa¨tze erfolgte
wie in Kapitel 3.3.3.3 beschrieben.
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HPLC Pumpe Waters 600, Milford, CT, USA
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Milford, CT, USA
Autosampler Waters 717 plus, Milford, CT, USA
Integrator EZ Chrom Chromatography Data System,
Version 6.7 und EZ Chrom SS42 Interface,
Scientific Software Inc., Pleasanton, CA, USA
Stationa¨re Phase LiChrospher 60 RP-select B 125 × 4 mm (5 µm)
Vorsa¨ule: LiChrospher 60 RP-select B 4 × 4 mm (5 µm)
beides Merck, Darmstadt
Mobile Phase 75% 20 mM Ammoniumacetatpuffer, pH 4,5
(mit Eisessig eingestellt)
25% Methanol (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 50 min
Injektionsvolumen 20 µl
Detektion UV: λ = 272 nm
Retentionszeiten Guanoxabenz 19,1 min ± 0,5 min
Guanabenz 25,6 min ± 0,5 min
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3.4. Ergebnisse
3.4.1. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus
Zur Kalibrierung und Wiederfindung des Benzamidoxim-Metaboliten Benzamidin
sind die Fla¨chen der mittels HPLC-Analytik erhaltenen Signale mit den eingesetzten
Konzentrationen von 0,1 µM bis 100 µM korreliert worden. Die Funktionen der
Kalibrierung (r2 = 0,9998) und Wiederfindung (r2 = 0,9999) sind u¨ber den gesamten
Konzentrationsbereich linear verlaufen. Die Wiederfindungsrate hat 103,9 ± 3,8%
betragen.
Das Ausmaß der Induktion ist durch eine Aktivita¨tsbestimmung des N -reduktiven
drei Komponenten-Enzym-Komplex mit Benzamidoxim als Substrat bestimmt wor-
den. Benzamidoxim wird durch mARC, Cytochrom b5 und der NADH-Cytochrom
b5-Reduktase zu Benzamidin reduziert. Die N -reduktive Grundaktivita¨t der
verschiedenen Schweinehepatozyten-Pra¨parationen ist stark unterschiedlich. Des-
wegen sind die Induktionseffekte der einzelnen Substanzen, die hinsichtlich ihres
Induktionspotentials an mehreren Hepatozytenchargen untersucht worden sind, in
Prozent bezogen auf die jeweilige Grundaktivita¨t angegeben. In Abbildung 3.4 sind
die individuellen Aktivita¨ten aufgefu¨hrt.
3.4.1.1. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch bekannte
Induktoren von Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen
In vorherigen Studien dieser Arbeit ist gezeigt worden, dass 3-Methylcholanthren
einen potenten Induktor der CYP1A-vermittelten Ethoxyresorufin-O-
Desethylierung in porcinen Hepatozyten darstellt (Kapitel 2.4.4.1). Ebenso hat sich
Rifampicin als Induktor der CYP3A-vermittelten Testosteron-6β-Hydroxylierung
(Kapitel 2.4.5.2.2) erwiesen. Als Positivkontrolle der Induktionsbedingen mit
Phenobarbital ist die von Fro¨hlich (2004) nachgewiesene Induktion der Tolbutamid-
4-Hydroxylierung durch Phenobarbital herangezogen worden.
Der AhR-Ligand 3-Methylcholanthren induziert die CYP1A-Aktivita¨t in Schwei-
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Abbildung 3.4.: Interindividuelle Unterschiede der Reduktion von Benzamidoxim zu Benz-
amidin durch Schweinehepatozyten (SH).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben.
nehepatozyten um den Faktor 22. Im Gegensatz dazu zeigt 3-Methylcholanthren
keinen induktiven Einfluss auf die Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin,
sondern reduziert die Aktivita¨t nicht signifikant (Abbildung 3.5).
Phenobarbital steigert die Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin mi-
nimal und nicht signifikant (Abbildung 3.6). Dagegen wird die Tolbutamid-
4-Hydroxylierung durch den CAR-Liganden Phenobarbital um den Faktor 4
signifikant gesteigert (Fro¨hlich 2004).
Durch die Lo¨sungsmittelkontrolle DMSO wird sowohl die Benzamidoxim-Reduktion
als auch die Testosteron-6β-Hydroxylierung signifikant (p < 0,01) gesteigert. Durch
Rifampicin la¨sst sich nur die CYP3A-vermittelte Testosteron-6β-Hydroxylierung
induzieren. Die von mARC, Cytochrom b5 und der NADH-Cytochrom b5-Reduktase
katalysierte Benzamidoxim-Reduktion wird nicht signifikant durch Rifampicin im
Vergleich zum Kulturmedium ohne Zusa¨tze gesteigert, im Vergleich zur Lo¨sungsmit-
telkontrolle DMSO nimmt die Aktivita¨t hingegen nicht signifikant ab (Abbildung
3.7).
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(a) Benzamidoxim-Reduktion
(b) CYP1A1/2-vermittelte Ethoxyresorufin-O-Desethylierung
Abbildung 3.5.: Einfluss des Induktors 3-Methylcholanthren (3-MC) und der Lo¨sungsmittel-
kontrolle Acetonitril (ACN) auf die (a) durch mARC, Cytochrom b5 und
NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-Reduktion von Benzamid-
oxim zu Benzamidin und (b) auf die CYP1A-vermittelte Ethoxyresorufin-
O-Desethylierung.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗∗p < 0,01 gegenu¨ber der Lo¨sungsmittelkontrolle Acetonitril.
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(a) Benzamidoxim-Reduktion
(b) CYP2C-vermittelte Tolbutamid-4-Hydroxylierung
Abbildung 3.6.: Einfluss des Induktors Phenobarbital (PB) auf die (a) durch mARC, Cyto-
chrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-Reduktion
von Benzamidoxim zu Benzamidin und (b) auf die wahrscheinlich CYP2C-
vermittelte Tolbutamid-4-Hydroxylierung (Fro¨hlich 2004).
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗∗∗p < 0,001 gegenu¨ber dem Induktionsmedium ohne Zusatz.
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(a) Benzamidoxim-Reduktion
(b) CYP3A-vermittelte Testosteron-6β-Hydroxylierung
Abbildung 3.7.: Einfluss des Induktors Rifampicin (RIF) und der Lo¨sungsmittelkontrolle
DMSO auf die (a) durch mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-
Reduktase vermittelte N-Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin und
(b) auf die CYP3A-vermittelte Testosteron-6β-Hydroxylierung.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗∗∗p < 0,001 gegenu¨ber der Lo¨sungsmittelkontrolle DMSO.
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3.4.1.2. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch Lipopolysaccharid
Abbildung 3.8.: Einfluss des Toxins Lipopolysaccharid (LPS) auf die durch mARC,
Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-Reduktion
von Benzamidoxim zu Benzamidin.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗p < 0,05 gegenu¨ber dem Induktionsmedium ohne Zusatz.
Durch das Toxin Lipopolysaccharid kann die Benzamidoxim-Aktivita¨t signifikant
(p < 0,05) um 10% gesteigert werden. Von einer starken Induktion der an der
Benzamidoxim-Reduktion beteiligten Enzyme, mARC, Cytochrom b5 und der
NADH-Cytochrom b5-Reduktase kann somit nicht gesprochen werden (Abbildung
3.8).
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3.4.1.3. Induktion des Benzamidoxim-Metabolismus durch Substrate
Abbildung 3.9.: Einfluss von Benzamidoxim in verschiedenen Konzentrationen auf die durch
mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-
Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin.
Mit 0 µM Benzamidoxim ist das Kontroll-Inkubationsmedium bezeichnet. Die Um-
setzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen angege-
ben. ∗p < 0,05, ∗∗p < 0,01 und ∗∗∗p < 0,001 gegenu¨ber dem Induktionsmedium
ohne Zusatz.
Wenn es sich bei Substrat und Induktor um dieselbe Substanz handelt, sind Kontrol-
len wichtig. Zum einen ist 2 Stunden mit Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 vorinkubiert
worden, um sowohl den Induktor als auch wa¨hrend der Induktionszeit gebildete Me-
tabolite aus den Zellen zu waschen. Zum anderen ist als Kontrollwert statt mit
Inkubationslo¨sung mit reinem Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 inkubiert worden, um
noch aus dem Induktor gebildetes Benzamidin, welches in dieser Zeit freigesetzt
wird, zu detektieren und in die Berechnung des gebildeten Metaboliten wa¨hrend der
eigentlichen Inkubation mit einzubeziehen.
Mit Beru¨cksichtigung dieser Kontrollen kann Benzamidoxim in den Konzentrationen
von 200 µM, 500 µM und 750 µM seinen eigenen durch mARC, Cytochrom b5 und
der NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelten Metabolismus bis zu 60% signifi-
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kant (p < 0,001) steigern. Benzamidoxim in geringen Konzentrationen, wie 20 µM,
50 µM und 100 µM, und in der Konzentration von 1000 µM steigert die Umsetzung
signifikant um den Faktor 1,3 (Abbildung 3.9).
Abbildung 3.10.: Einfluss von Guanoxabenz in verschiedenen Konzentrationen auf die durch
mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-
Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin.
Mit 0 µM Guanoxabenz ist die Lo¨sungsmittelkontrolle mit 0,05% Methanol be-
zeichnet. Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubati-
onsansa¨tzen angegeben.
Guanoxabenz hat in den Konzentrationen von 2 µM und 20 µM keinen Einfluss
auf die Benzamidoxim-Reduktion, sowohl im Vergleich zum reinen Kulturmedium
als auch zur Lo¨sungsmittelkontrolle mit einem Methanolgehalt von 0,05% (0 µM
Guanoxabenz) (Abbildung 3.10). Eine Induktion mit einer Konzentration von
200 µM Guanoxabenz im Induktionsmedium fu¨hrt zum kompletten Absterben der
Hepatozyten innerhalb von 48 Stunden.
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Abbildung 3.11.: Einfluss von N4-Hydroxycytosin in verschiedenen Konzentrationen auf die
durch mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermit-
telte N-Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin.
Mit 0 µM N4-Hydroxycytosin ist das Kontroll-Inkubationsmedium bezeichnet. Die
Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗∗∗p < 0,001 gegenu¨ber dem Induktionsmedium ohne Zusatz.
Das mo¨gliche physiologische Substrat N 4-Hydroxycytosin des drei Komponenten-
Enzym-Komplexes beeinflusst nach 72-stu¨ndiger Induktion die Umsetzung von
Benzamidoxim zu Benzamidin zwar, aber statt die Aktivita¨t zu steigern, fu¨hrt N 4-
Hydroxycytosin zur deutlichen Reduktion der Benzamidoxim-Reduktionsaktivita¨t
(Abbildung 3.11). N 4-Hydroxycytosin senkt die Umsetzungsrate von Benzamidoxim
in geringer Konzentration von 20 µM auf etwa 80%. In der ho¨heren Konzentration
von 200 µM wird die Aktivita¨t auf 20% reduziert.
Auch N 6-Hydroxyaminopurin als weiteres mo¨gliches physiologische Substrat indu-
ziert die Benzamidoxim-Reduktionsaktivita¨t in Hepatozyten nicht (Abbildung 3.12).
Im Vergleich zu den Lo¨sungsmittelkontrollen reduziert N 6-Hydroxyaminopurin die
Aktivita¨t leicht.
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Abbildung 3.12.: Einfluss von N6-Hydroxyaminopurin (NOHA) in verschiedenen Konzentra-
tionen auf die durch mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-
Reduktase vermittelte N-Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin.
Die Umsetzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen
angegeben. ∗∗p < 0,01 gegenu¨ber der Lo¨sungsmittelkontrolle.
3.4.2. Induktion des Guanoxabenz-Metabolismus
Zur Kalibrierung und Wiederfindung des Guanoxabenz-Metaboliten Guanabenz
sind die Fla¨chen der mittels HPLC-Analytik erhaltenen Signale mit den eingesetzten
Konzentrationen von 2 µM bis 200 µM korreliert worden. Die Funktionen der
Kalibrierung (r2 = 0,9996) und Wiederfindung (r2 = 0,9992) sind u¨ber den gesamten
Konzentrationsbereich linear verlaufen. Die Wiederfindungsrate hat 96,4 ± 2,0%
betragen.
Von porcinen Hepatozyten wird Guanoxabenz mit etwa der gleichen Umsetzungs-
rate metabolisiert wie Benzamidoxim.
Um sicherzustellen, dass die durch Benzamidoxim erreichte Steigerung der ei-
genen Umsetzung auch die Umsetzungsrate von weiteren Substraten des drei
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Komponenten-Enzym-Komplexes positiv beeinflusst, ist Guanoxabenz als Substrat
verwendet worden. Trotz der gleichen Behandlung und Kontrollen reduziert Benz-
amidoxim die Umsetzungsrate von Guanoxabenz zu Guanabenz in Abha¨ngigkeit
von der eingesetzten Konzentration (Abbildung 3.13).
Abbildung 3.13.: Einfluss von Benzamidoxim in verschiedenen Konzentrationen auf die durch
mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase vermittelte N-
Reduktion von Guanoxabenz zu Guanabenz.
Mit 0 µM Benzamidoxim ist das Kontroll-Inkubationsmedium bezeichnet. Die Um-
setzungen sind als Mittelwerte + SD aus mindestens 4 Inkubationsansa¨tzen ange-
geben. ∗p < 0,05, ∗∗p < 0,01 und ∗∗∗p < 0,001 gegenu¨ber dem Induktionsmedium
ohne Zusatz.
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Im Rahmen dieser Studie kann gezeigt werden, dass die Aktivita¨t des Enzymkom-
plexes, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase,
in vitro durch ga¨ngige Induktoren Arzneistoff-metabolisierender Enzyme, wie
3-Methylcholanthren, Phenobarbital und Rifampicin, und die Substrate, Benz-
amidoxim und Guanoxabenz, nicht induzierbar ist. Auch die N -hydroxylierten
Nukleinbasen N 4-Hydroxycytosin und N 6-Hydroxyaminopurin zeigen keine induk-
tiven Effekte auf die Enzymkomplex-Aktivita¨t.
Die Aktivita¨t der Benzamidoxim-N -Reduktion unterscheidet sich zwischen den
Hepatozyten-Pra¨parationen. Ursache ko¨nnten zum einen interindividuelle Schwan-
kungen sein, zum anderen ko¨nnen minimale Unterschiede in der Qualita¨t der
Hepatozyten nicht ausgeschlossen werden. Fu¨r interindividuelle Unterschiede
sprechen, dass bei Ratten nach Gabe von Benzamidoxim große Unterschiede in
den Plasmakonzentrationen von Benzamidin festzustellen sind (Clement et al.
1993b). Fu¨r weitere am Phase I-Metabolismus beteiligte Enzyme, wie CYP1A1/2
und CYP3A4, werden starke interindividuelle Unterschiede fu¨r die Aktivita¨ten im
Menschen beschrieben (Westlind et al. 1999, Soars et al. 2004, Parkinson et al.
2004, Ingelman-Sundberg et al. 2007).
Anhand der Positivkontrollen, die bekannte Induktion einer Markeraktivita¨t,
kann gezeigt werden, dass die Bedingungen geeignet gewesen sind, um durch die
gewa¨hlten Induktoren u¨ber den jeweiligen Rezeptor Aktivita¨ten zu induzieren. Da
weder durch 3-Methylcholanthren, noch durch Phenobarbital oder durch Rifampicin
eine Induktion der Benzamidoxim-N -Reduktion erreicht werden kann, kann die
Aktivita¨t des drei Komponenten-Enzym-Komplexes weder u¨ber AhR, noch u¨ber
CAR oder u¨ber PXR induziert werden. Prinzipiell ist es etwas schwieriger u¨ber die
Aktivita¨t eines Enzym-Komplexes Ru¨ckschlu¨sse u¨ber die Induktion der einzelnen
beteiligten Enzyme zu ziehen. Wu¨rde aber die Expression von mARC induziert,
ko¨nnte dies die Aktivita¨t des drei Komponenten-Enzym-Komplexes bis zu einem
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gewissen Grad steigern (Gru¨newald 2008). Diese Ergebnisse legen nahe, dass mARC
durch 3-Methylcholanthren, Phenobarbital und Rifampicin nicht induziert wird.
Eine Beeinflussung der Aktivierung von N -hydroxylierten Prodrugs durch ga¨ngige
Induktoren kann also ausgeschlossen werden.
Im Gegensatz zu mARC induziert 3-Methylcholanthren die Aktivita¨t von weiteren
Molybdoenzymen, wie Xanthindehydrogenase und die Xanthinoxidase (Sugihara et
al. 2001). Durch den weiteren potenten AhR-Liganden 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (TCDD) wird neben Xanthindehydrogenase und Xanthinoxidase auch das
Molybdoenzym Aldehyd-Oxidase induziert. Durch 3-Methylcholanthren erfolgt die
Induktion der Aldehyd-Oxidase hingegen nicht (Sugihara et al. 2001).
Bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) kann ebenfalls die Xanthindehydrogenase
und Xanthinoxidase induzieren (Kurosaki et al. 1995). LPS in der Konzentration,
in der es zur Aktivierung von Makrophagen auf klassische Weise verwendet wird
(Martinez et al. 2006), steigert zwar signifikant die Aktivia¨t des N -reduktiven drei
Komponenten-Enzym-Komplexes, aber nur um 10%, so dass nicht von einer starken
Induktion gesprochen werden kann. Zur Untersuchung der entzu¨ndungsauslo¨senden
Effekte von LPS sind Hepatozyten prinzipiell geeignet (Jeschke et al. 2008), so
dass davon ausgegangen werden kann, dass der drei Komponenten-Enzym-Komplex
keine entscheidende physiologische Rolle bei entzu¨ndlichen Prozessen spielt.
Als Induktoren eingesetzte Substanzen werden durch die Hepatozyten metabo-
lisiert, so dass u¨ber die 24 Stunden bis zum Mediumwechsel die Konzentration
abnimmt. Soll, wie in dieser Studie, das Induktionspotential von Substraten des drei
Komponenten-Enzym-Komplexes auf eben diesen untersucht werden, reduziert der
N -reduktive Enzym-Komplex die Induktorkonzentration. Teilweise wurde das als
Induktor dem Kulturmedium zugesetzte Substrat fast vollsta¨ndig metabolisiert. Im
Falle der Induktion mit Benzamidoxim wird so wa¨hrend des Induktionszeitraums
kontinuierlich Benzamidin in den Hepatozyten gebildet, deswegen sind die Vorinku-
bation und die Inkubationskontrollen von Bedeutung. Nach Beru¨cksichtigung dieser
Kontrollen kann mit Benzamidoxim als Substrat zur Aktivita¨tsbestimmung eine
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Aktivita¨tssteigerung des Enzym-Komplexes bestimmt werden. Allerdings kann diese
Steigerung der N -reduktiven Aktivita¨t unter Verwendung von Guanoxabenz als
Substrat zur Aktivita¨tsbestimmung nicht besta¨tigt werden. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass der vermutete durch sich selbst gesteigerte Benzamidoxim-Metabolismus
durch fa¨lschlicher Weise als Metabolit der Aktivita¨tsbestimmung bestimmtes
Benzamidin hervorgerufen wird. Benzamidin ist anscheinend noch aus der Indukti-
onsphase in den Hepatozyten vorhanden gewesen, obwohl als Kontrolle untersucht
worden ist, wie viel Benzamidin wa¨hrend der Inkubation aus der Induktionsphase
freigesetzt worden ist.
Der α2-Adrenozeptor-Agonist Guanoxabenz hat keinen Einfluss auf die Aktivita¨t
des drei Komponenten-Enzym-Komplexes. In einer Konzentration von 200 µM
als Induktor kommt es, verursacht durch die Mutagenita¨t von Guanoxabenz, zum
Absterben der Hepatozyten (Clement et al. 1996). In geringeren Konzentrationen
kann Guanoxabenz vollsta¨ndig zum untoxischen Guanabenz metabolisiert werden,
in ho¨heren Konzentrationen kann Guanoxabenz nicht mehr vollsta¨ndig N -reduziert
werden, so dass sich die mutagene Wirkung entfalten kann.
Die N -hydroxylierten Nukleinbasen N 4-Hydroxycytosin und N 6-
Hydroxyaminopurin induzieren nicht die Aktivita¨t des drei Komponenten-
Enzym-Komplexes, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom
b5-Reduktase. Diese Ergebnisse legen nahe, dass entweder die Grundaktivita¨t
des Enzym-Komplexes ausreicht, physiologisch vorkommende Konzentationen von
N -hydroxylierten Nukleinbasen zu reduzieren, und/oder dass keine Induktion
erfolgt, da die Reduktion N -hydroxylierter Nukleinbasen nicht die physiologische
Funktion des Enzym-Komplexes darstellt.
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3.6. Zusammenfassung und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit ist zum ersten Mal die Induktion des drei Komponenten-
Enzym-Komplexes, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom
b5-Reduktase, untersucht worden. Zur Untersuchung der Induktion sind porcine
Hepatozyten verwendet worden.
Die ga¨ngigen Induktoren Arzneistoff-metabolisierender Enzyme der AhR-Ligand
3-Methylcholanthren, der CAR-Ligand Phenobarbital und der PXR-Ligand Rifam-
picin induzieren die Aktivita¨t des Enzym-Komplexes nicht. Auch die Substrate,
Benzamidoxim und Guanoxabenz, beeinflussen die N -reduktive Aktivita¨t des
Enzym-Komplexes kaum. Durch diese Ergebnisse kann somit erstmals gezeigt
werden, dass bei der Aktivierung N -hydroxylierter Prodrugs durch bekannte
induzierende Arzneistoffe keine Wechselwirkungen zu befu¨rchten sind.
Durch die Ergebnisse dieser in vitro-Studie kann angenommen werden, dass der
drei Komponenten-Enzym-Komplex keine entscheidende physiologische Rolle
in entzu¨ndlichen Prozessen spielt, da bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) die
N -reduktive Aktivita¨t nicht stark vera¨ndert.
Da die N -hydroxylierten Nukleinbasen N 4-Hydroxycytosin und N 6-
Hydroxyaminopurin keine steigernde Wirkung auf die Enzym-Komplex-Aktivita¨t
aufweisen, sind folgende Schlu¨sse mo¨glich: Die physiologisch vorkommenden
Konzentrationen N -hydroxylierter Nukleinbasen werden durch die Grundaktivita¨t
des Enzym-Komplexes reduziert oder es erfolgt keine Induktion durch mutagene
N -hydroxylierte Nukleinbasen, da deren Reduktion nicht eine der physiologischen
Funktionen des drei Komponenten-Enzym-Komplexes darstellt.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten Induktionsuntersuchungen stellen
den Anfang in der Untersuchung der mo¨glichen Induktion des drei Komponenten-
Enzym-Komplexes dar. Als weitere Induktoren wa¨ren bekannte Liganden weiterer
Kernrezeptoren, z. B. PPAR- oder LXR-Liganden, von Interesse. Zusa¨tzliche
Substrate, wie Ximelagatran, ko¨nnten ebenfalls untersucht werden. Zur Aufkla¨rung
der physiologischen Funktion ko¨nnten die Induktion der eigenen Entgiftung durch
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toxische Hydroxylamine und eine Mitwirkung an der NO-Synthese und -Freisetzung
durch daran beteiligte endogene Substanzen untersucht werden. Neben der Be-
stimmung der Gesamtenzymaktivita¨t kann u¨ber die mRNA die Vera¨nderung der
Expression der einzelnen beteiligten Enzyme bestimmt werden. Ein weiterer Ansatz
stellt die Untersuchung der kodierenden Promotorregion der Gene der beteiligten
Enzyme dar, um so Ru¨ckschlu¨sse u¨ber beteiligte Kernrezeptoren und Liganden
ziehen zu ko¨nnen.
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In der pra¨klinischen Forschung stellen humane Hepatozyten ein wichtiges in
vitro-Modell zur Untersuchung des Metabolismus, mo¨glicher Wechselwirkungen
mit anderen Wirkstoffen und der Toxizita¨t von neuen Arzneistoffkandidaten dar.
Aufgrund der schlechten, schwer planbaren und unvorhersehbaren Verfu¨gbarkeit von
humanen Hepatozyten wird nach entsprechenden ″Ersatz-Hepatozyten″ gesucht.
Statt der Verwendung von humanen Hepatozyten kann z. B. auf die Hepatozyten
anderer Spezies zuru¨ckgegriffen werden. Allerdings bestehen Unterschiede zwischen
den Spezies in den Enzymen an sich, sowie in deren Aktivita¨t und Spezifita¨t. Die
Verwendung von Schweinehepatozyten als Ersatz fu¨r humane Hepatozyten scheint
eine gute Alternative darzustellen. Zum einen sind porcine Hepatozyten sehr gut
verfu¨gbar und zum anderen a¨hneln die Aktivita¨ten, die Metabolitenmuster und das
Ansprechen auf Induktoren und Inhibitoren dem Verhalten von humanen Hepato-
zyten (Donato et al. 1999, Behnia et al. 2000, Skaanild 2006). Trotz allem handelt es
sich hier nicht um humane Zellen, so dass Speziesunterschiede bestehen bleiben. Seit
etwa zehn Jahren wird versucht, aus verschiedenen extrahepatischen Stammzellen
und Vorla¨uferzellen Hepatozyten zu erzeugen (zusammengefasst von Hengstler
et al. 2005). Ha¨ufig verwendete Vorla¨uferzellen stellen periphere Blutmonozyten
dar, da sie in ausreichenden Mengen verfu¨gbar sind und das Potential besitzen,
sich im Ko¨rper in eine Vielzahl von verschiedenen Makrophagen-Subpopulationen
zu entwickeln. Ein vielversprechendes Beispiel fu¨r aus Monozyten-differenzierte
Hepatozyten-a¨hnliche Zellen sind die sogenannten NeoHepatozyten (Ruhnke et al.
2005a und 2005b).
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Im Rahmen dieser Arbeit sind verschiedene Cytochrom P450-Isoenzym-Aktivita¨ten,
der Einfluss von Inhibitoren und Induktoren auf die Aktivita¨t, der Testosteron-
Metabolismus sowie die N -reduktive Kompetenz von NeoHepatozyten charakteri-
siert worden. Erst eine Untersuchung der Funktionalita¨t ermo¨glicht einen sinnvollen
Vergleich, da detektierte Expressionslevel oft sehr gering und fu¨r Hepatozyten
zu unspezifisch sind. Das Verhalten der untersuchten Eigenschaften soll dem von
humanen Hepatozyten entsprechen. Deswegen sind diese Untersuchungen mit
humanen und porcinen Hepatozyten parallel durchgefu¨hrt worden. Dies ermo¨g-
licht zusa¨tzlich den direkten Vergleich von Hepatozyten des Menschen und des
Schwein bezu¨glich vieler Charakteristika des Arzneistoff-Metabolismus. Klassisch
aktivierte Makrophagen sind exemplarisch als aus Monozyten-differenzierte Zellen
verwendet worden, um zu untersuchen, ob z. B. Cytochrom P450-Aktivita¨ten eine
typische Eigenschaft von NeoHepatozyten oder eine allgemeine Eigenschaft von aus
Monozyten-differenzierten Makrophagen darstellen.
So kann gezeigt werden, dass NeoHepatozyten eine nicht-induzierbare CYP1A1/2-
Basalaktivita¨t besitzen. Die CYP1A1/2-Basalaktivita¨t von NeoHepatozyten a¨hnelt
der von klassisch aktivierten Makrophagen und humanen Hepatozyten. Im Gegen-
satz zu prima¨ren Hepatozyten la¨sst sich diese Basalaktivita¨t von NeoHepatozyten
und klassisch aktivierten Makrophagen nicht induzieren. Zwar metabolisieren
NeoHepatozyten mit geringen Aktivita¨ten CYP2C9- und CYP3A4-Substrate, aber
es kann erstmals gezeigt werden, dass diese Umsetzungen nicht durch Cytochrom
P450-Isoenzyme vermittelt werden. Der unspezifische Cytochrom P450-Inhibitor
Metyrapon und der selektive CYP3A4-Inhibitor Ketoconazol beeinflussen diese
Aktivita¨ten nicht. Durch die Induktoren Rifampicin und Phenobarbital kann der
Metabolismus des CYP3A4-Substrates nicht gesteigert werden. Des Weiteren kann
beobachtet werden, dass NeoHepatozyten CYP2E1-abha¨ngige Reaktionen nicht
metabolisieren. Allerdings ko¨nnen NeoHepatozyten im Rahmen von Phase II-
Reaktionen Glucuronidierungen durchfu¨hren. Diese Eigenschaften hinsichtlich des
Metabolismus weisen auch klassisch aktivierte Makrophagen auf. Humane Hepato-
zyten besitzen dagegen wie erwartet CYP2C9-, CYP2E1- und eine induzierbare
CYP3A4-Aktivita¨t.
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NeoHepatozyten metabolisieren Testosteron wie klassisch aktivierte Makro-
phagen zu 16α-Hydroxytestosteron und Androstendion, aber nicht zu 6β-
Hydroxytestosteron, einem fu¨r Hepatozyten typischen CYP3A4-Metaboliten.
Anhand der entwickelten LC/MS-Methode kann gezeigt werden, dass es sich
bei dem von Ruhnke et al. (2005b) quantifizierten ″6β-Hydroxytestosteron″ um
16α-Hydroxytestosteron handelt und dass durch Rifampicin und Phenobarbi-
tal diese Bildung induziert werden kann. Im Gegensatz zu Erythrozyten sind
NeoHepatozyten, wie auch klassisch aktivierte Makrophagen, nicht in der Lage,
N -hydroxylierte Verbindungen zu reduzieren, wie anhand von Benzamidoxim als
Markersubstrat zum ersten Mal gezeigt werden kann. Da NeoHepatozyten keine
hemmbaren und induzierbaren CYP2C9-, CYP2E1- und CYP3A4-Isoenzyme
besitzen, sind sie als Ersatz fu¨r humane Hepatozyten in in vitro-Studien nicht
geeignet.
Diese dargestellten Arzneistoff-metabolisierenden Eigenschaften fu¨r klassisch
aktivierte Makrophagen sind erstmals im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert
worden. Des Weiteren kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NeoHepatozyten
sich hinsichtlich ihres Phase I- und Phase II-Metabolismus wie klassisch aktivierte
Makrophagen verhalten. Diese Ergebnisse stu¨tzen die These, dass es sich bei der
Entstehung von NeoHepatozyten als weitere Makrophagen-Subpopulation, um
eine normale Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen handelt und somit
keine Transdifferenzierung von Monozyten zu Hepatozyten erfolgt (Riquelme et
al. 2008). Wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen erfolgt
die Aktivierung der Expression von sehr vielen Genen, unter anderem auch der
Cytochrom P450-Expression, so dass die begrenzte Fa¨higkeit zum Metabolismus
von Xenobiotika eine physiologische Eigenschaft von Makrophagen darstellen
ko¨nnte.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt ein umfassender Vergleich der metabolischen
Kompetenz von porcinen und humanen Hepatozyten. Porcine Hepatozyten stellen
eine gute Alternative zu humanen Hepatozyten dar. Zwar unterscheiden sich die
absoluten Umsetzungsraten der einzelnen Markerreaktionen der beiden Spezies im
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geringen Maße, aber die gebildeten Testosteron-Metabolite und das Ansprechen
auf Induktoren und Inhibitoren von humanen und porcinen Hepatozyten ist sehr
a¨hnlich. Da porcine Hepatozyten, a¨hnlich wie humane Hepatozyten, auf Induktoren
wie z. B. Rifampicin reagieren und N -reduktive Eigenschaften aufweisen, sind sie
geeignet, um die Induktion des N -reduktiven drei Komponenten-Enzym-Komplexes
zu untersuchen.
Fu¨r die Wirkung essentielle Gruppen in Arzneistoffen stellen oft stark basische
Amidine und Guanidine dar. Die N -Hydroxylierung dieser funktionellen Gruppen
verringert die Basizita¨t und erho¨ht so die orale Bioverfu¨gbarkeit. Auf peptidomime-
tische Inhibitoren, wie z. B. den Thrombin-Inhibitor Melagatran, und Therapeutika
der Afrikanischen Schlafkrankheit und Leishmaniose ist die N -Hydroxylierung
als Prodrug-Prinzip angewendet worden (Gustafsson et al. 2001, Clement und
Lopian 2003, Clement und Raether 1985, Bray et al. 2003). Die Aktivierung der
N -hydroxylierten Prodrugs soll keine zusa¨tzlichen Wechselwirkungen mit anderen
Arzneistoffen hervorrufen bzw. durch andere Arzneistoffe beeinflusst werden. Im
Rahmen dieser Arbeit ist erstmals die Induktion des die Aktivierung vermittelnden
drei Komponenten-Enzym-Komplexes, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und
NADH-Cytochrom b5-Reduktase, in Hepatozyten untersucht worden. Wegen der
unbefriedigenden Ergebnisse mit NeoHepatozyten ist dabei auf porcine Hepatozyten
als Alternative zuru¨ckgegriffen worden. Es kann gezeigt werden, dass die ga¨ngigen
Induktoren von Arzneistoff-metabolisierenden Enzymen, wie 3-Methylcholanthren,
Phenobarbital und Rifampicin, die Aktivierung nicht beeinflussen. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass weitere bekannte induktive Arzneistoffe die Prodrug-Aktivierung
ebenfalls nicht a¨ndern und damit keine Wechselwirkungen zu befu¨rchten sind.
Auch die untersuchten Substrate des drei Komponenten-Enzym-Komplexes,
Benzamidoxim und Guanoxabenz, zeigen keine induktiven Effekte auf die Enzym-
Komplex-Aktivita¨t.
U¨ber das Ansprechen auf bekannte Induktoren lassen sich Ru¨ckschlu¨sse auf mo¨gliche
physiologische Funktionen der Enzyme ziehen. Die im Ko¨rper vorkommenden N -
hydroxylierten Nukleinbasen ko¨nnten natu¨rliche Substrate des drei Komponenten-
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Enzym-Komplexes darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit kann aber gezeigt werden,
dass die beiden untersuchten N -hydroxylierten Nukleinbasen, N 4-Hydroxycytosin
und N 6-Hydroxyaminopurin, keine Induktion der N -Reduktion hervorrufen. Dies
la¨sst vermuten, dass die Reduktion N -hydroxylierter Nukleinbasen keine bedeutende
physiologische Funktion des drei Komponenten-Enzym-Komplexes darstellt. Bei
entzu¨ndlichen Prozessen scheint der drei Kompenenten-Enzym-Komplex, ebenso
keine entscheidende physiologische Rolle zu spielen, da bakterielle Lipopolysaccha-
ride die Aktivita¨t des Enzym-Komplexes nicht induzieren.
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B. Abku¨rzungsverzeichnis
ACN Acetonitril
AhR Arylhydrocarbon-Rezeptor
ALA δ-Aminola¨vulinsa¨ure (δ-aminolevulinic acid)
APCI chemische Ionisation bei Atmosspa¨rendruck
(atmospheric pressure chemical ionisation)
Arnt Arylhydrocarbon-Rezeptor-Zellkern-Translokator
(arylhydrocarbon receptor nuclear translocator)
AST Aspartat-Aminotransferase
BCA Bicinchoninsa¨ure (bicinchonic acid)
bHLH basic-helix-loop-helix -Region
BSEP Gallensalz-Export-Pumpe (bile salt export pump)
CAR konstitutiver Androstan-Rezeptor (constitutive androstane receptor)
CD Charakterisierung der Differenzierung (cluster of differentiation)
CD16 Rezeptor fu¨r das Fc-Fragment von IgG mit einer geringen Affinita¨t
CD64 Rezeptor fu¨r das Fc-Fragment von IgG mit einer hohen Affinita¨t
CD206 Mannose-Rezeptor
CK Cytokeratin
CYP Cytochrom P450
DBD DNA-Bindungsdoma¨ne
DBOMF Dibenzyl-O-methoxyfluorescein
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure (deoxyribonucleic acid)
DNase Desoxyribonuklease
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure
EROD Ethoxyresorufin-O-Desethylierung
ESC embryonale Stammzelle (embryonic stem cell)
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Fc-Fragment kristallisierbares Fragment-Fragment (fragment crystallisable)
FCS fo¨tales Ka¨lberserum (fetal calf serum)
FDA Food and Drug Administration
FGF-4 Fibroblasten-Wachstumsfaktor 4
(fibroblast growth factor)
FMO flavinhaltige Monooxygenase
Fp Flavoprotein (NADPH-Cytochrom P450-Reduktase)
FXR Farnesol-X-Rezeptor
GATA4 Transkritionsfaktor
GST Glutathion-S -Transferase
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N´-(2-ethansulfonsa¨ure)
HFC 7-Hydroxy-4-(trifluoromethyl)-cumarin
HGF Hepatozyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor)
HH humane Hepatozyten
HNF Hepatozyten-Kernfaktor (hepatocyte nuclear factor)
HPLC Hochleistungsflu¨ssigchromatographie
HRE Hormon-Antwort-Element (hormone response element)
HSC ha¨matopoetische Stammzelle (hematopoetic stem cell)
17β-HSD 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Hsp90 Hitzeshock-Protein90
IBABP ilealen Gallensa¨ure-Bindungsproteins
(ileal bile acid-binding protein)
IFN-γ Interferon-γ
IgG Immunglobulin G
IL-3 Interleukin-3
kaM klassisch aktivierte Makrophagen
LBD Liganden-Bindungsdoma¨ne
LC/MS Flu¨ssigkeitschromatographie/Massenspektrosmetrie
(liquid chromatographie/mass spectrosmetry)
LDH Lactatdehydrogenase
LPS Lipopolysaccharid
LXR Leber-X-Rezeptor
MAPC multipotente adulte Vorla¨uferzelle (multipotent adult progenitor cell)
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mARC mitochondriale Benzamidoxim-reduzierende Komponente
(mitochondrial benzamidoxime reducing component)
3-MC 3-Methylcholanthren
M-CSF Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
(macrophage colony stimulating factor)
MDR Multidrug resistance-gene
MeOH Methanol
MFC 7-Methoxy-4-trifluoromethylcumarin
MRP multidrug resistance-associated protein
mRNA Vorla¨ufer-Ribonukleinsa¨ure (messenger ribonucleic acid)
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NH NeoHepatozyten
NOD/SCID nicht-fettleibig-diabetisch/schwerer kombinierter Immundefekt
(non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency)
NOHA N 6-Hydroxyaminopurin
OOMR Octyl-O-methoxyresorufin
PAPS 3′-Phosphoadenosin-5′-phosphosulfat
PAS PER-Arnt-Sim-Region
PB Phenobarbital
PBMC mononuklea¨re Zellen aus peripherem Blut
(peripheral blood mononuclear cells)
PBREM Phenobarbital-Antwort-Elementmodul
(phenobarbital response element module)
PBS Phosphat-gepufferte Salzlo¨sung (phosphate buffer saline)
PCMO programmierbare Zellen monozyta¨ren Ursprungs
(programmable cells of monocytic origin)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PMA Phorbolmyristatacetat (phorbol myristate acetate)
PPAR Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor
PSC pluripotente Stammzelle (pluripotent stem cell)
PXR Pregnan-X-Rezeptor
OATP organisches Anionen-Transporterpeptid
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r2 Bestimmtheitsmaß
RARE Retinsa¨ure-Antwort-Element (retinoic acid response element)
RH Substrat
RIF Rifampicin
RPMI Roswell Park Memorial Institute
ROH monooxygeniertes Produkt
RXR Retinoid-X-Rezeptor
SD Standardabweichung (standard deviation)
SEM Standardabweichung der Differenz zwischen zwei Mittelwerten
(standard error of the difference of two means)
SH Schweinehepatozyten
SULT Sulfotransferasen
TCDD 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
UDP Uridin-5′-diphosphat
UDPGA Uridin-5′-diphosphatglucuronsa¨ure
(uridine-5′-diphosphate-glucuronic acid)
UGT UDP-Glucuronyltransferase
WEM Williams E Medium
XRE xenobiotisches Antwort-Element (xenobiotic response element)
XREM xenobiotisches Antwort-Elementmodul
(xenobiotic response element module)
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Kurzfassung
In der pra¨klinischen Forschung stellen humane Hepatozyten ein wichtiges in vitro-
Modell zur Untersuchung des Metabolismus und der Toxizita¨t dar. Aufgrund der
schlechten Verfu¨gbarkeit von humanen Hepatozyten wird nach geeigneten alterna-
tiven Zelltypen gesucht. Oft wird auf Hepatozyten anderer Spezies zuru¨ckgegriffen,
aber auch die Gewinnung von Zellen aus verschiedenen extrahepatischen Stamm-
und Vorla¨uferzellen stellt eine vielversprechende Mo¨glichkeit dar. Ein Beispiel dafu¨r
stellen die aus Monozyten kultivierten NeoHepatozyten dar.
In dieser Arbeit ist die Arzneistoff-metabolisierende Kompetenz von NeoHepato-
zyten im Rahmen des Phase I-Metabolismus mit der von humanen und porcinen
Hepatozyten, sowie aus Monozyten kultivierten klassisch aktivierten Makropha-
gen verglichen worden. NeoHepatozyten besitzen keine CYP2C9-, CYP2E1- und
CYP3A4-Aktivita¨ten, aber eine allerdings durch 3-Methylcholanthren nicht indu-
zierbare CYP1A1/2-Basalaktivita¨t. NeoHepatozyten und klassisch aktivierte Ma-
krophagen metabolisieren Testosteron zu 16α-Hydroxytestosteron und Androstendi-
on, aber nicht zu 6β-Hydroxytestosteron, einem fu¨r Hepatozyten typischen CYP3A4-
Metaboliten. Im Gegensatz zu fru¨heren Behauptungen, zeigt diese Arbeit, dass sich
NeoHepatozyten in ihrem Arzneistoff-Metabolismus wie klassisch aktivierte Makro-
phagen und nicht wie prima¨re Hepatozyten verhalten. NeoHepatozyten sind somit
kaum als Ersatz fu¨r humane Hepatozyten geeignet.
Um die Induktion des N -reduktiven drei Komponenten-Enzym-Komplexes, beste-
hend aus mARC, Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5-Reduktase, zu untersu-
chen, ist nach anderen Alternativen zu humanen Hepatozyten gesucht worden, da-
bei haben sich porcine Hepatozyten als geeignet erwiesen. Die N -Hydroxylierung als
Prodrug-Prinzip fu¨r Amidine und Guanidine verringert deren Basizita¨t und erho¨ht
so die orale Bioverfu¨gbarkeit. Die Prodrug-Aktivierung sollte nicht durch die Induk-
tion anderer Arzneistoffe beeinflusst werden. Da in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden kann, dass ga¨ngige Induktoren Arzneistoff-metabolisierender Enzyme, N -
hydroxylierte physiologische und synthetische Substrate, sowie Lipopolysaccharide
keine induktiven Effekte auf die Prodrug-Aktivierung durch den drei Komponenten-
Enzym-Komplex aufweisen, sind keine Wechselwirkungen bei der Aktivierung N -
hydroxylierter Prodrugs zu befu¨rchten.
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Abstract
In preclinical research, human hepatocytes represent an important in vitro model
to investigate drug metabolism and toxicity of new drug candidates. Owing to the
scarce supply of primary human hepatocytes, there is a need to identify suitable al-
ternative cell types for such purpose. Presently, hepatocytes from animals are often
used, but also the possibility of generating human hepatocyte-like cells from different
extrahepatic stem cells and progenitors is very promising. One particular example
of an alternative model cell is the monocyte-derived NeoHepatocyte.
In the current study, the Phase I drug metabolising capabilities of NeoHepatocy-
tes were compared to those of primary human and pig hepatocytes, as well as to
monocyte-derived classically activated macrophages. NeoHepatocytes possessed no
CYP2C9, CYP2E1 and CYP3A4 activities, except for a low basal CYP1A1/2 ac-
tivity, which was not inducible with 3-methylcholanthrene. Both NeoHepatocytes
and classically activated macrophages were able to metabolise testosterone to 16α-
hydroxytestosterone and androstendione, but were not capable of the CYP3A4-
mediated conversion of testosterone to 6β-hydroxytestosterone, which is typical of
hepatocytes. Thus, contrary to earlier claims, this study shows that NeoHepatocytes
more closely resembles classically activated macrophages than hepatocytes in their
Phase I drug metabolising activities. It must be concluded that NeoHepatocytes
make poor substitute for primary human hepatocytes in drug metabolism testing.
To investigate the induction of the activity of the N -reductive three component
enzyme complex consisting of mARC, cytochrome b5 and NADH cytochrome b5
reductase, it was searched for another alternatives to human hepatocytes, thereby
pig hepatocytes proved to be a good alternative. The N -hydroxylation of amidines
and guanidines as prodrug principle increases the oral bioavailability by reducing
the basicity. Prodrug activation should not be affected by other drug, for instance,
through induction. In this study it was demonstrated that inducers of common drug
metabolising enzymes, physiological and synthetic substrates and lipopolysaccharide
have no inducing effect on the prodrug activation by the three component enzyme
complex. This strongly indicates no risk for inducing interaction by the activation
of N -hydroxylated prodrugs.
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